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HOOFDSTUK! 
Inleiding, literatuuroverzicht en probleemstelling 
Het menselijk lichaam bevat circa 4 g ijzer; de verdeling van dit ijzer over de 
verschillende compartimenten en componenten is weergegeven in figuur 1 en tabel I. 
Het lichaam gaat zeer economîsch om met ijzer, getuige het feit dat het ijzer-
verlies slechts 1-2 mg per dag bedraagt. Dit ijzer verlaat het lichaam via excretie door 
nieren, darm en zweetklieren: tevens gaat een geringe hoeveelheid ijzer verloren door 
fysiologisch celvenral van huid, haren en nagels. Het lichaam beschikt niet over een 
actief excretiemechanisme voor ijzer en de ijzerbalans wordt dan ook voornamelijk 
gehandhaafd door veranderingen in de absorptie, welke vanuit de tractus digestivus 
plaatsvindt. Vanuit de mucosacel van het duodenum wordt het opgenomen ijzer via 
de bloedbaan naar de verschillende organen getransporteerd. Gezien het feit dat het 
oplosbaarheidsprodukt van Fe(OH)3 slechts 4 x 10-38 bedraagt, is de regulatie van 
de ijzerhuishouding geen eenvoudige taak voor het menselijk lichaam. Onder aërobe 
omstandigheden zullen in het lichaam ferro(F e 11)-verbindingen gemakkelijk oxyde-
ren tot ferri(Fe 111)-verbindingen. Bij een lichaams-pH van 7,4 kan een concentratie 
van vrije Fe(lll) ionen voorkomen van slechts w·'" mol/!, deze uiterst geringe con-
centratie is onmeetbaar. Uit dit gegeven en het feit dat in het plasma een concentratie 
van meer dan 20 !'mol/! Fe(lll) kan voorkomen, zal het duidelijk zijn dat het lichaam 
over verbindingen moet beschikken die een complex kunnen vormen met dit Fe. In 
het plasma wordt ijzer gebonden door een beta-globuline, siderofiline of transferrille 
genoemd. 
Dit transferrillemolecuul is opgebouwd uit een enkele polypeptideketen, met 
een molecuuhnassa van 81.000, welke twee domains bevat, die de N-tenninale (Nt) 
en C-tenninale (Ct) genoemd worden. Dit molecuul bevat twee bindingsplaatsen voor 
Fe(lll), de zogenaamde A· en B-bindingsplaats, respectievelijk gelegen in het Cr en 
Nrdomain. 
In het serum is transferrine in het algemeen slechts voor dertig procent ver-
zadigd en er komen dan ook transferrinemoleculen met een wisselend ijzerverzadi-
gingspercentage voor, te weten: apotransferrine (0 ijzeratomen), monoferric trans-
ferrille (1 ijzeratoom op één van de twee bindingsplaatsen, d.w.z. TfFe(A) en 
TfF e(B)) en diferric transferrille (2 ijzeratomen). 
Tabeli - Verdelingvan de Fe in het lichaam 
circa 70 % als hemoglobine in de erytrocyten 
circa 20 % als ferritine in lever. milt. beenmerg en dann 
circa 0,3% als celhemine, cytochromen, katalase 
circa 4 % als myoglobine 
circa 0,1% als transportijzer in plasma, transferrine 













Fig. 1. De verdeling van ijzer in het lichaam over een a::Lntal compartimenten en de onderlinge 
uitwisseling tussen deze compartimenten. 
Om een stabiel ijzer-eiwitcomplex te vormen moet een geschikt anion, bij voor-
keur HCO, -of CO/- mede gebonden worden. Onder fysiologische omstandigbeden 
is de ijzer-eiwit-carbonaat-binding zo hecht, dat er praktisch geen dissociatie optreedt 
(K > 1 023). Indien dit complex echter geïncubeerd wordt met voorlopers van de 
erytrocyt wordt het ijzer vrijgemaakt uit het complex en ontstaat apotransferrille 
(1, 2, 3). IJzer wordt door het lichaam ook in verschillende organen opgeslagen (o.a. 
in lever, milt, been1·nerg en darnunucosa). Deze opslag dient, gezien de geringe oplos-
baarheid van Fe(lll) en de grote toxiciteit van vrij Fe(!II) te geschieden in complex-
vorm. 
De depotverbindingen, waarin het ijzer in het lichaam ligt opgeslagen, zijn 
ferritine en hemosiderine. Ferritine is een ijzerhoudend eiwit waarvan het eiwit-
gedeelte, apoferritine genoemd, een molecuulmassa van ongeveer 500.000 heeft. 
Apoferritine kan ijzer en fosfaat opnemen tot een molecuulmassa van circa 700.000 
ontstaat. Door het fysiologische celverval komen geringe hoeveelheden ferritine in 
het serum voor. Bij een normaal celverval is deze serum-ferritineconcentratie direct 
gerelateerd aan de ijzervoorraad in het lichaam. Dit impliceert dat bij een ijzer-
stapeling in het lichaam (hemochromatose) het serumferritine verhoogd is, terwijl bij 
een ijzergebrek het serumferritine juist verlaagd is. Hemosiderine, wordt door velen 
beschouwd als een afbraakprodukt van ferritine (4); anderen twijfelen aan deze her-
komst en spreken van een niet-ferritine depotijzer eiwit (75). Hemosiderine, waarvan 
de samenstelling nog onbekend is, speelt een minder actieve rol in de ijzerstofwisse-
ling dan ferritine. 
Zoals uit figuur 1 en tabel I blijkt, komt het meeste ijzer in het menselijk 
lichaam voor in de erytrocyten. Het in de erytrocyten aanwezige ijzer is voor het 
overgrote deel ingebouwd in de heemgroep van het hemoglobinemolecuuL Het in 
hemoglobine aanwezige ijzer verricht één van de belangrijkste functies, welke aan het 
in het menselijk lichaam aanwezige ijzer h.tmnen worden toegeschreven; het stelt de 
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erytrocyt namelijk in staat zijn zuurstoftransporterende functie te verrichten, doorw 
dat ieder ijzeratoom dat in de heemgroep in tweewaardige vorm aanwezig is zuurstof 
in moleculaire vorm kan binden. 
Hoewel door een aantal onderzoekers reeds was aangetoond dat zowel intacte 
voorlopers, als het hemolysaat van de voorlopers, ijzer voor de heemsynthese ge-
bruikten (1 ), bestond er aanvankelijk verschil van mening over de herkomst van dit 
ijzer. Bessis en Breton-Gorius (4, 5) meenden op grond van elektronenmicrosco-
pische studies van beenmergpreparaten dat de erytroblasten hun ijzer voor de hemow 
globinesynthese verkregen door pinocytose van ijzerdeeltjes uit macrofagen, afkom-
stig uit het in het beenmerg aanwezige reticulo-endotheliale systeem. Walsh en mede-
werkers toonden in 1947 reeds aan dat, in vitro, humane reticulocyten in staat waren 
om plasma ijzer, zonder tussenkomst van de macrofagen, direct op te nemen (1). De 
voordelen van dit systeem boven het door Bessis beschreven mechanisme zijn duide-
lijk en na Walsh's waarneming zijn er steeds meer aanwijzingen gevonden dat voor-
lopers van de erytrocyt hun ijzer, ten behoeve van dehemoglobinesynthese, direct van 
transferrine ontvangen. Ter ondersteuning van deze hypothese dient o.a. de klinische 
waarneming dat bij patiënten met een congenitale atransferrinemie een ernstige 
hypochrome microcytaire anemie ontstaat. Na toediening van normaal plasma (6) 
of van zuiver humaan transferrine (7) stijgt het hemoglobinegehalte. 
Ook het feit dat bij het herstel van een ijzergebreksanemie eerst de hemoglo-
bineconcentratie stijgt alvorens er weer ijzer in het reticulo-endotheliale systeem van 
het beenmerg verschijnt, pleit voor een dkecte afgifte van ijzer door transferrille aan 
de beenmergcellen. Overigens blijft het door Bessis waargenomen contact tussen 
erytroblasten en macrofagen een opvallend verschijnsel en een andere functionele 
betekenis van dit contact voor de ontwikkeling van erytroblasten kan niet met zeker-
heid worden uitgesloten. 
Lajtha en Suit (8) toonden met behulp van autoradiografie aan dat van de voor-
lopers van de erytrocyt de pronormoblast en de basofiele nonnoblast het meeste 
ijzer opnemen; bij het verder uitrijpen van de cellen van de erytroïde reeks neemt de 
ijzeropname steeds meer af. Jandl et al. (2) toonden aan dat van de serumeiwitten 
transferrine als belangrijkste ijzerbron voor de beenmergcellen van de erytroïde reeks 
fungeert. Indien zij erytrocyten en reticulocyten met FeC13 incubeerden, trad er een 
snelle absorptie van dit ijzer op, door zowel de erytrocyten als de reticulocyten. 
Echter, 95% van dit ijzer bleef in de membraan gelokaliseerd en in de reticulocyten 
trad slechts een zeer geringe inbouw van ijzer in het hemoglobine op. Ook indien ijzer 
is gebonden aan andere serumeiwitten bleek er slechts een minimale opname van ijzer 
in de cel plaats te vinden. Uit hun studie bleek bovendien dat er bij incubatie van 
erytrocyten met transferrine geen opname van ijzer in de cel optrad. Tenslotte bleek 
dat een ijzerchelator (EDTA), toegevoegd aan het incubatiemedium, niet in staat was 
de ijzeropname te remmen, waaruit geconcludeerd kan worden dat ijzer tijdens het 
opnameproces extracellulair niet als vrij ion voorkomt. Eldor et aL (9) toonden aan 
dat serum waaruit transferrine verwijderd was niet meer in staat was om een ijzer· 
opname in reticulocyten te bewerkstelligen. Concluderend kan gesteld worden dat 
er een voor transferrine specifieke reactie met erytroblasten en reticulocyten dient op 
te treden, die deze cellen in staat stelt het ijzer van transferrine te verwijderen en op 
te nemen ten behoeve van hun hemoglobinesynthese; deze eigenschap verliest de ery· 
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troïde cel als zij is uitgerijpt tot erytrocyt. Tevens blijkt dat niet aan transferrine 
gebonden ijzer bijna niet door erytroblasten en reticulocyten kan worden opgenomen. 
Verschillende onderzoekers toonden aan dat tijdens het proces van de ijzeraf· 
gifte aan de reticulocyt, transferrine zich aan de plasmamembraan van deze reticulo· 
cyt bindt (3, 10, 11, 12). 
Bîj dit proces kunnen een aantal fasen onderscheiden worden: 
a. Er treedt een zeer snelle initie1e binding op van transferrine aan de celmembraan. 
Deze binding is onafhankelijk van de incubatietemperatuur en van het intracellu-
lalie metabolisme. Het betreft hier de adsorptiefase, die niet gepaard gaat met 
ijzertransport naar het intracellulaire compartiment. 
b. Na de initiè1e adsorptiefase volgt een lineair in de tijd verlopende bindingsfase, die 
na circa 5 minuten overgaat in een enigszins tragere fase, welke na circa 25-30 
minuten zijn maximum bereikt. Dit gehele proces wordt aangeduid als associatie-
fase, waarvan het verloop afhankelijk is van de incubatietemperatuur en het intra· 
cellulalle metabolisme. 
c. Na 30 minuten treedt er een evenlAlichtsfase op waarbij evenveel transferrille de 
cel verlaat als er opnieuw gebonden wordt en de transferrineconcentratie van de 
cel dus constant blijft. 
Vanaf de associatiefase treedt er een ijzeropname in de cel op, die lineali verloopt 
en ook in de evenwichtsfase aanhoudt. 
Opname van 
transferrîne en 
ijzer in pmol 
c 
.. 
5 10 20 30 40 50 60 
incubatietijd in min. 
Fig. 2 De binding van transferrille aan en de opname van ijzer door reticulocyten in het ver-
loop van de incubatietijd. 
a- adsorptiefasc; b1 en b2 - associaticfase: 
c- cvenwichtsfase (zie tekst) 
....._._. transfcrrine ~ ijzer 
Eén en ander is weergegegeven in figuur 2. 
Nadat was vastgesteld dat voor de afgifte van ijzer aan erytroïde beemnerg· 
cellen een binding tussen transferrine en deze cellen noodzakelijk was, zijn vele 
experimenten verricht om vast te stellen wat de meest ideale omstandigheden voor 
deze reactie tussen transferrine en de cel waren. De invloed van o.a. veranderingen 
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van de celmembraan door înwerking van proteolytische enzymen, van incubatietijd, 
van incubatietemperatuur, van de pH van het încubatiemedium, van aërobe en 
anaërobe incubatiemilieus en van de remmers van het intracellulaire metabolisme op 
de binding van transferrine aan en op de opname van ijzer door de reticulocyt werd 
door verscltillende onderzoekers nagegaan (2, 3, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Het zou ons 
te ver voeren om al deze factoren uitvoerig te bespreken; in het algemeen kan gesteld 
worden dat indien de genoemde invloeden de fysiologische omstandigheden in het 
menselijk lichaam het dichtst benaderen, de reactie tussen de erytroïde cel en trans-
ferrine het best verloopt. Tevens dient nog opgemerkt te worden dat de invloeden 
van de incubatietemperatuur en remming van het celmetabolisme groter zijn op de 
ijzeropname door de cel dan op de transferrinebinding aan de cel (!I). 
De reactie van transferrine met de voorlopers van erytrocyten werd door Baker 
en Morgan ook kinetisch nader gekarakteriseerd (11, 16). Uit waarden van de ther-
modynamische parameters, standaard vrije energie, entropie en enthalpie concludeer-
den zij dat de reactie tussen transferrine en de reticulocyt lijkt op een antigeen-
antilichaambînding. 
Naast genoemde factoren speelt mogelijk ook de ijzerverzadigingsgraad van het 
transferrinemolecuul een rol bij de reactie tussen transferrine en de hemoglobine 
synthetiserende erytroïde cel. Diferric transferrine zou, mogelijk door veranderde 
lading, of veranderde configuratie, procentueel een betere ijzerdonor zijn dan mono-
ferric transferrine. Zo toonden Jandl en Katzaan dat bij toenemende ijzerverzadiging 
van een humane transferrine"'Üplossîng de transferrillebinding aan de reticulocyt per 
tijdseenheid eveneens toenam (3). Morgan en Laureil konden dit resultaat echter met 
konijnentransferrine niet bevestigen; zij stelden vast dat bij toenemende ijzerverzadi-
ging van transferrine het aantal aan de reticulocyt gebonden transferrillemoleculen 
gelijk bleef (10). Lane maakte waarschijnlijk dat ijzer door reticulocyten sneller van 
diferric transferrine wordt verwijderd dan van monoferric transferrine (17); Prin-
ciotto en Zapolski konden dit voor humaan transferrille wel, doch voor konijnen-
transferrine niet bevestigen (18). Gezien deze tegenstrijdige resultaten moet gesteld 
worden dat de rol, welke de ijzerverzadigingsgraad van het transferrille in de reactie 
tussen transferrine en de erytroïde speelt, nog niet duidelijk is. 
Een ander aspect van de reactie tussen transferrine en de voorlopers van de 
erytrocyt vormt de specificiteit. Jandl (2), Lane (19) en Verhoef (20) toonden aan 
dat de reactie tussen transferrine en de voorlopers van de erytrocyt vrij specifiek is; 
transferrine van een bepaalde diersoort bleek een lagere affmiteit te hebben voor de 
reticulocyten van een heterologe diersoort în vergelijking met de affmiteit voor 
homologe cellen, hetgeen ook resulteerde in een verminderde ijzeropname. 
Eén van de belangrijkste factoren, die de afgifte van ijzer aan de voorlopers van 
de erytrocyt zou beïnvloeden, is een mogelijk functioneel verschil dat tussen beide 
ijzerbindingsplaatsen van het transferrinemolecuul zou bestaan. Volgens deze hypo-
these, die in 1967 door Fletcher en Huehns werd gepostuleerd, gedraagt aan trans-
ferrine gebonden ijzer zich in het lichaam niet als een homogene pooL IJzer gebon-
den aan wat vroeger de A-plaats, maar nu de plaats in het C-terminale domain ge-
noemd wordt, zou voornamelijk worden afgegeven aan erytroïde voorlopers en, bij 
een zwangerschap, aan de foetus. IJzer gebonden aan de andere bindingsplaats van 
transferrine, vroeger de B-plaats, nu de plaats in het N-terrninale domain genoemd, 
17 
zou juist bij voorkeur aan de ijzeropslagplaatsen in het lichaam worden afgegeven om 
in ferritine te worden ingebouwd (21, 22). Dit functionele verschil zou niet absoluut 
zijn, zodat na langer incuberen met erytroïde voorlopers ook ijzer gebonden aan de 
B-positie van transferrille beschlkbaar komt voor de heemsynthese in voorlopers van 
de erytrocyt. Vele onderzoekers hebben deze hypothese getoetst waarbij wisselende 
resultaten werden verkregen (voor overzicht zie 23, 24, 25). Recente studies van 
Huebers et al. (26) en van Morgan et al. (27) doen twijfel rijzen aan het functionele 
verschil tussen de twee ijzerbindingsplaatsen van transferrine, hoewel een zeer recente 
studie van Aisen et al. (28) de hypothese weer lijkt te bevestigen. Een groot bezwaar 
van al deze studies is het feit dat het tot voor kort niet mogelijk was om de incubatie-
studies uit te voeren met het zuivere TfFe(A) en met het zuivere TfFe(B). De incu-
baties werden uitgevoerd met transferrine~plossingen waarin één van de vormen van 
monoferric transferrine weliswaar het meeste voorkwam, maar die gecontamineerd 
waren met wisselende hoeveelheden apotransferrine, het andere monoferric trans-
ferrine en diferric transferrine. Deze contaminaties kunnen debet zijn aan de verschil-
lende resultaten. Hoewel er dus nog gerede twijfel bestaat over het wel of niet aan-
wezig zijn van een functioneel verschil tussen de twee ijzerb.indingsplaatsen van trans-
ferrille, zijn er wel f'ysisch-<:hemische verschillen tussen de moleculen TfFe(A) en 
TfFe(B) aangetoond. Deze komen o.a. tot uiting in verschillen in EPR spectra (29, 
30), in, door pH-veranderingen geïnduceerde, ijzerafgifte van beide bindingsplaatsen 
(31, 32) en in verschillen in isoelektrisch punt bij polyacrylamide gel elektroforese in 
een 6 moV1 ureum medium. 
Ondanks veel onderzoek over de reactie tussen transferrine en de voorlopers 
van de erytrocyt, is het mechanisme van de ijzeroverdracht op moleculair niveau nog 
niet bekend. Over het algemeen wordt aangenomen dat transferrine met een receptor 
op de celmembraan reageert, doch de structuur van deze receptor is nog onbekend; 
evenmin is bekend of de opname van ijzer volledig afhankelijk is van een reactie van 
transferrine met deze receptor, of dat de voorlopers van de erytrocyt ook nog over 
een ander mechanisme beschikken om ijzer op te nemen. Over het aantal receptoren 
voor transferrille op de reticulocyt lopen de gegevens sterk uiteen zoals blijkt uit 
tabel II. Verhoef en Noordeloos (35) en Nunez et al. (36) toonden aan dat het aantal 
receptoren voor transferrille op kernhoudende erytroïde beenmergcellen groter is dan 
op reticulocyten, namelijk 500.103-700.104 per cel, hetgeen past bij de, door Kallis 
en Morgan aangetoonde grotere ijzeropname en hemoglob.inesynthese door onrijpere 
erytroïde beenmergcellen (15). 
De erytrocyt kan transferrine niet meer specifiek binden; het is echter niet 
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Tabel 111. - De relatieve molecuulmassa van de transferrinereceptor op de membranen van voorlopers van de erytrocyt 
Relatieve molecuulmassa 
Gebwikte cellen Oplosmiddel Chromatografie over receptor zonder Literatuur 
transferrine in daltons 
Rcticulocyt konijn Trixton X-100 Sephadex G-200 >200.103 Garret, 1973 (3 7) a, SDS*;DOC* 
az Void volume Biogel A-15M 270.103 -620.103 (3 7) piek a1 
b Reticulocyt mens Triton X-1 00 Sepharosc-2B en ·6B 150.103 Speyer, 1974 (38, 19) 
c Retîculocyt konijn Tcric 12 Ag Sephadex G-200 145.103 Bockxmeer, 1975 (40) 
d Reticulocyt konijn Triton X-100 Sepharose-2B, 4B en -6B 120.103 Sly, 1975 (41) 
e Reticulocyt konijn Triton X-100 Ultragel AcA22 ±350.103 Aisen, 1977 (42) 
f Reticulocyt konijn Triton X-100 Ultragel AcA22 en PAGE* 350.10
3 
-400.IS3 Leibman, 1977 (43) subunits 176.10 95.103 
g Reticulocyt konijn Terîc 12 Ag Ultragel AcA32 275.103 Bock.xmeer, 1977 (44) 
h Rcticulocyt konijn SOS na crosslinking PAGE* 60.103 en 145.103 Nunez, 1977 (45) transferdoe aan cel 
Triton X-1 00 (ghost A ffinitei tschromatografie 30.103 -35.103 vormt Reticulocyt konijn 
niet volledig opgelost) Transferrîne CNBr ditneer niet in 70.103 Light, 1977 (46) Sepharose4B 
Erythroïde been-
- - - - 18.103 Light, 1978 (4 7) mergcellen konijn ' ' 
k Reticulocyt rat Triton X-100 A ffin i te i tschroma t ogra fie 145.103 ; 95.103 Sullivan, 1978 (48) Tf- Seph.-4B; PAGE* 
Reticulocyt konijn SDS PAGE* 190.103 Witt, 1978 (49) 
m Reticulocyt konijn Triton X-100 DEAE-Biogel A; Sepharose· 100.10
3 
subunits S1y, 1978 (50) 4B; Sepharose-6B; PAGE* 48.103 en 3 x 17.103 
n Retîculocyt konijn SDS Biogel A-1.5 ;PAGE* 200.103 subunit 78.103 Glass, 1980 (51) 
0 Reticulocyt konijn Synperonic-A9 Immunoprecipitatie met 180.103 subunit 93.103 Ecarot-Charrier, 1980 (52) antitransferrine; PAGE* 
* PAGE = polyacrulamidegelelektroforese 
DOC = sodiumdcoxycholate 
SDS = sodium(natrium)dodccylsulfaat 
~ 
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bekend of de receptor voor transferrine geheel van de celmembraan verdwijnt, dan 
wel inactief aanwezig blijft. 
Reeds lange tijd heeft men geprobeerd de op de reticulocyt aanwezige receptor 
voor transferrine te isoleren en te karakteriseren. Hiertoe werd een ghostsuspensie 
geproduceerd van reticulocyten, die met een 125 1 en 59 Fe gemerkte transferrine· 
oplossing waren geïncubeerd. Deze ghostsuspensie werd opgelost en chromatogra-
fisch gefractioneerd. Zoals uit tabellll blijkt verschilden de verkregen resultaten even 
sterk als de gebruikte methodes. Bovendien zijn de geïsoleerde transferrine-receptor-
complexen meestal nog verontreinigd met andere membraaneiwitten. 
De samenstelling en de relatieve molecuuhnassa van de receptor. alsmede de 
relatie met andere bekende membraaneiwitten zijn dan ook nog steeds niet bekend. 
Het staat eveneens nog niet vast of transferrine, na de initiële reactie met de receptor, 
wel of niet naar het intracellulaire compartiment wordt getransporteerd. In het eerste 
geval zou transferrine, mogelijk met een deel van de receptor, door een proces als 
endocytose eerst· naar het intracellulaire compartiment worden getransporteerd 
alvorens zijn ijzer af te geven. Door middel van exocytose zou het ontstane apo-
transferrille als intact molecuul weer uit de cel worden verwijderd (Morgan en Apple-
ton, 58).lndien transferrille niet naar het intracellulaire compartiment wordt getrans-
porteerd, zou het zijn ijzer afgeven aan celmembraaneiwitten, welke dan als inter-
mediairen in het ijzertransport naar het intracellulaire compartiment fungeren 
(Jandl and Katz, 3). Beide mogelijkheden worden ondersteund door experimentele 
gegevens. 
A) Argumenten die de hypothese van Jandl en Katz steunen: 
Afgifte van ijzer door transferrine, gebonden aan de receptorplaats. 
I De 59Fejl25I~verhouding in ghostsuspensies, verkregen van, met 59Fe/ 125I-trans-
ferrille geïncubeerde reticulocyten, is groter dan de 59Fe/125I-verhouding van 
de oorspronkelijke transferrille-oplossing. Dit wordt als een aanwijzing be-
schouwd dat ijzer in de ghost, behalve aan transferrille, voor een deel ook aan 
membraaneiwitten is gebonden (35, 37, 38, 39, 51, 53, 54). Speyer en Fielding 
waren in staat om uit zo'n met 59Fe en 1251 gemerkte ghost d.m.v. kolom-
chromatografie 2 ghostcomponenten te isoleren, welke uitsluitend 59Fe bevat-
ten (38, 39). Kinetiekstudies toonden aan dat deze componenten, respectieve-
lijk A en BI genoemd, mogelijk als intermediairen fungeren bij het transport 
van ijzer nit het transferrille-receptorcomplex naar het intracellulaire comparti-
ment (39, 55). 
II. De 59Fe/125 I-verhouding van het geïsoleerde transferrille-receptorcomplex 
bleek soms groter (38, 39), soms kleiner (37) dan de 59Fe/'25I-verhouding van 
het gebruikte met 59Fe en 1251 gemerkte transferrille. Beide resultaten kunnen 
verklaard worden door een afgifte van ijzer door transferrine op het moment 
dat dit transferrille aan de receptor gebonden is; in het eerste geval kan de 
receptor naast transferrine ook ijzer binden. 
III. Het feit dat een uit reticulocyten verkregen cytosol in staat is ijzer te verwijde-
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ren uit een eveneens uit reticulocyten verkregen ghost, terwijl hlerbij nauwe-
lijks transferrine vrijkomt, en het feit dat dit ijzer gebruikt kan worden voor de 
hemoglobinesynthese, zijn eveneens een steun voor de hypothese dat trans-
ferrine niet intracellulair hoeft te worden opgenomen om ijzer afte geven (56). 
IV. Eveneens ter ondersteuning van de hypothese van Jandl en Katz dient de waar-
neming dat ijzer van aan sepharosedeeltjes gekoppelde transferrine door intacte 
reticulocyten gebruikt kan worden voor de hemoglobinesynthese, aangezien 
aan sepharose gekoppeld transferrine niet door endocytose in het cytoplasma 
kan worden opgenomen (57). 
B) Argumenten die de hypothese van Morgan steunen: 
Afouifte van ijzer door intracellulair opgenomen transferrine. 
I. Morgan en Appleton concludeerden op grond van autoradiografiestudies dat 
40% van het cellulaire transferrine zich in het cytoplasma bevindt (58). 
11. Elektronenmicroscopisch onderzoek van reticulocyten, die geïncubeerd zijn 
met aan ferritine geconjugeerd transferrine, toont ferritine in het cytoplasma 
aan. Gezien de relatieve molecuulmassa van ferritine moet dit gepinocyteerd 
zijn (59). 
liL In diverse studies wordt in de cytosol van reticulocyten, geïncubeerd met 
59Fe/ 125 I gemerkt transferrine, een, overigens sterk verschillende hoeveelheid 
transferrine, gevonden (5-60%) (37, 41, 60). In geen van deze studies is het 
echter duidelijk of het in de cytosol aanwezige transferrine niet een contami-
natie is, welke tijdens de bereiding van ghost en cytosol van de ghost afsplitst, 
zoals ook voor membraan-gebonden enzymen is aangetoond (61). 
Op grond van onder A en B genoemde argumenten is een defmitief antwoord 
op de vraag of transferrine tijdens het proces van de ijzeropnarne, naar het cyto-
plasma wordt getransporteerd, nog niet te geven. 
IJzer dat naar het cytoplasma is getransporteerd, wordt voor een groot deel 
door de mitochondriën opgenomen, en vormt na inbouw in protoporfyrine de heem-
groep. Dit heem verlaat de mitochondriën weer om in het cytoplasma te reageren met 
het, op de polyribosomen geproduceerde globine waarbij hemoglobine ontstaat. De 
produktie van hemoglobine wordt schematisch weergegeven in schema I. Over de 
wijze waarop het in het cytoplasma aanwezige ijzer de mitochondriën bereikt, be-
staan verschlllende meningen. Aanvankelijk bleek uit verschillende experimenten dat 
zich in de cytosol van met 59Fe-transferrine geïncubeerde reticulocyten naast hemo-
globine nog een hoog-moleculaire 59Fe-gemerkte eiwitfractie bevond. De veranderin-
gen van de 59Fe-activiteit van deze component in het verloop van de incubatietijd 
deed vennoeden dat dit eiwit als intermediair tussen transferrine en de mitochon-
driën fungeerde (62, 63, 64). In een onderzoek van Zail et al. (65) werd in de cytosol 
van met 59Fe-transferrine geïncubeerde reticulocyten naast de radioactieve hoog-
moleculaire eiwitcomponent ook 59Fe-gemerkt ferritine gevonden. Dit ferritine werd 
een opslagfunctie toegedacht voor ijzer dat niet direct voor de hemoglobinesynthese 
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In dit hoofdstuk volgt een bespreking van die methoden, welke regelmatig ge-
bruikt worden voor de experimenten, beschreven in de volgende hoofdstukken. 
Methoden, welke alleen betrekking hebben op de experimenten van één bepaald 
hoofdstuk, worden in dat betreffende hoofdstuk besproken. 
A. Chemicaliën; 
B. Isotopen; 
C. De bereiding van transferrine; 
I. Humaan transferrine; 
IJ. Rattentransferrine: 1) isolatie transferrine door gelflitratie; 
2) zuivering door isoelektrische focussering; 
3) bereiding CNBr-Sepharose-4B-antitransferrine; 
4) isolatie transferrine d.m.v.affmiteitschromatografie. 
D. De bereiding van ijzervrije transferrine-oplossingen; 
E. Het radioactief merken van transferrille met 1251; 
F. Het opladen van transferrine met 59Fe; 
G. Het verkrijgen van reticulocyten en beemnergcellen van de rat; 
H. Algemene incubatieproceduren van rattenreticulocyten met transferrine; 
I. De bereiding van reticulocyten ghostsuspensies; 
J. Radioactiviteitsmetingen; 
K. De bereiding van antilichamen. 
A. Chemicaliën 
Alle gebruikte chemicaliën waren van pro-analyse kwaliteit. 
Gebruikte media: 
1) "phosphate-buffered saline" volgens Dulbecco, zoals gebruikelijk aangeduid als 
PBS (I). 
2) Hanks' balanced salt salution (2). 
3) Minimal essential medium (MEM), met Hanks' salts en 20 mM N-2-hydroxy-
ethylpiperazine-N' -ethane sulphonic acid (HEPES). 
4) foetaal kalfsserum. 
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Behalve PBS werden de gebruikte media en het foetale kalfsserum betrokken 
van Flow Laboratories, Irvine, Schotland. PBS werd van Oxford Lt (Engeland) be-
trokken. 
B. Isotopen 
59Fe werd verkregen als Fe{III) citraat met een specifieke activiteit van 5-20 
Ci/g ijzer. 
1251 werd verkregen als natriumjodide, dragervrij en vrij van reducerende stof-
fen (IMS 30). 
Beide isotopen waren afkomstig van Radiochernical Centre, Amersham, Bucks, 
Engeland. 
C. Transferrine 
c1 . :Humaan transterrine werd verkregen vanKabi, Zweden 
CII. : Rattentransterrine 
CII. I : Rattentransterrine werd eerst uit serum geïsoleerd door gelflltratie over Sep-
hadex G-150, waarna een zuivering door ionen uitwisselingschromatografie 
over DEAE-Sephadex-A-50 volgde (5). 
CII .2: Zuivering van het verkregen transterrinepreparaat door isoelektrische tocus-
sering(3,4). 
De isoelektrische focussering werd verricht io een ampholine kolom (nummer 
8101) van 150 mi (LKB). Het medium was samengesteld uit een 1% ampho-
line-oplossiog {Ampholine Carrier Ampholytes, LKB) io een pH-ioterval van 
circa 5,6-6,1, waaraan 0,1% ampholines (LKB) in het pH-ioterval van 3-10 
was toegevoegd. Deze oplossiog werd met behulp van een gradient mixer 
(LKB 8121) io een 545%-ige sucrosegradient io de kolom gebracht; 50-150 
mg rattentransferrine werd opgelost io 2-6 mi ampholine-oplossiog, die 250 
mg sucrose/mi bevatte. Deze oplossing werd halverwege de sucrosegradient in 
de kolom gebracht. Isoelektrische focussering werd uitgevoerd gedurende 
45-65 uur {15°; 1-2,5 Watt). De geïsoleerde fractie van de kolom, die uitslui-
tend transferrine bevatte, werd geconcentreerd en vervolgens gedialyseerd 
tegen gedestilleerd water en daarna tegen een I mmo! NaCI/1 oplossiog. Tegen 
dit gezuiverde transferrinepreparaat werden antilichamen opgewekt bij ko-
nijnen. 
CII 3: Bereiding CNBr.Sepharose-4B antitransterrine kolom {3,4). De geïsoleerde 
anti-rattentransferrine antilichamen werden gekoppeld aan met CNBr-geacti-
veerde Sepharose4B {Pharmacia, Zweden). 
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Gebruikte buffers: 
Koppelingsbuffer: boraat 0,1 mol/I pH 8,5 die 0,5 mol NaCI/1 bevat. 
Wasbuffers : boraat 0,1 mol/I pH 8,5 die I ,0 mol NaCI/1 bevat. 
: acetaat 0,1 mol/I pH 4,0 die I ,0 mol/I NaCI/1 bevat. 
De overgebleven vrije groepen aan de CNBr-Sepharose, nadat de koppeling 
met anti-rattentransferrine had plaatsgevonden, werden geblokkeerd met de 
koppelingsbuffer waaraan I mol ethanolamine/I was toegevoegd. De hoeveel-
heid aan Sepharose gebonden antitransferrille varieerde van I 0-40 mg/g Sepha-
rose. 
CII.4: Isolatie rattentransterrine met CNBr-Sepharose-4B antitransferrine. 
Elutiebuffers voor Sepharose kolom: 
startbuffer: 0,1 M fosfaat-citraat, pH 7 ,2, bevattende 0,25 mol NaCI/1 buffer. 
elutiebuffer: 0,1 M fosfaat-citraat, pH 2,8, bevattende 0,25 mol NaCI/1 buffer. 
Rattensera werden I :I verdund met 0,2 M fosfaat-citraat, pH 7,2 bevattende 
0,5 mol NaCI/1 buffer. 
Na elutie werd de pH van de oplossing welke transferrille bevat op pH 7,8 ge-
bracht en een overmaat ijzercitraat in 0,02 mol (NH4h C0,/1 toegevoegd om 
het transferrille in de oplossing te stabiliseren. (Tf.2Fe is stabieler dan elke 
andere vorm van transferrille.) 
De verkregen transferrille-oplossing werd geconcentreerd en vervolgens twee-
maal gedialyseerd tegen gedestilleerd water, waarna dialyse tegen I mmo! 
NaCl/1 volgde. 
De eiwitoplossingen werden hierna lyophiel gedroogd en opgeslagen bij -20° C. 
De dialyses werden uitgevoerd door de te dialyseren oplossing in dialyse-
membranen over te brengen. 
D. Bereiding ijzervrije transferrille-oplossingen 
Een ijzer-bevattende transferrille-oplossing (zie C) werd tweemaal gedialyseerd 
tegen 0,02 M dinatrium EDTA in een 0,05 molair azijnzuurnatriumacetaatbuffer (pH 
5,0). De EDTA werd verwijderd door tegen aqua bidest te dialyseren. Vervolgens 
werd de transferrille-oplossing tweemaal tegen een 0,1 mol/I fosfaatbuffer pH 7,4 
gedialyseerd. 
E. Radioactiefmerken van transterrine met 1251. 
Voor het merken van transferrine met 1251 werd gebruik gemaakt van de me-
thode van Katz (6). De joderingsoplossing bevatte 12 en Na! in een molaire verhou-
ding van I :2 of in verhouding van 1:4 waaraan Na 1251 was toegevoegd. Een lOo/o-ige 
transferrille-oplossing werd gedialyseerd tegen een 0,1 M tris-HCI buffer van pH 8,5. 
De joderingsoplossing werd druppelsgewijs bij de op 0°C gekoelde transferrille-
oplossing gevoegd (verhouding eiwit : 1251 = I: I op mol basis). Het verkregen mengsel 
werd gedurende 5 uur onder voortdurend roeren bij 4°C bewaard, waarna de over-
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maat 1251 werd verwijderd door de oploss.ing over een anionenwisselaar (Amberlite 
IR Cl-) te scheiden. De eiwitfracties met de hoogste 125 I~activiteit werden samenge~ 
voegd en gedialyseerd tegen een 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,4; 
F. Het merken van 1251-tran.sferrine met 59Fe 
Tenzij anders vermeld werd aan 1 ml van een gezuiverde transferrine-oploss.ing 
(40 runol/ml PBS) 59Fe(III)-citraat toegevoegd, tot een verzadigingspercentage was 
bereikt van ongeveer 30% (I mol Tf bindt maximaal 2 mol Fe(lll). De 59Fe(lll} 
citraatoplossing bevatte 0,5-0,9 JJ.g ijzer met een specifieke activiteit van circa 10 
JJ.Ci/JJ.g ijzer. Bij het opladen met 59Fe werd tevens een 5o/"ige natrium-bicarbonaat-
oplossing toegevoegd, als donor van het anion HCO.. ~wat bij de binding van Fe(lll) 
aan transferrine een belangrijke rol speelt. (Verhouding Fe : NaHC03 = I :20.) De op-
loss.ing werd voor gebruik een nacht bij 4°C bewaard. 
G. Het verkrijgen van reticulocyten en beenmergcellen van de rat 
I. Reticulocy ten 
In normale mannelijke Wislar ratten (200-250 g) werd een reticulocytose geïn-
duceerd door gedurende 5 dagen iedere dag 5-7 mi bloed af te nemen door mid-
del van orbitapuncties. Tussen de derde en vierde orbitapunctie ligt een interval 
van drie dagen. Deze handelwijze resulteerde in een reticulocytenpercentage 
dat varieerde tussen de 25-65%. Indien het gewenste reticulocytenpercentage 
was verkregen, werden de ratten verbloed, waarbij het bloed werd opgevangen in 
40 mi buizen die 500 E heparine bevatten. Preparaten werden gekleurd met een 
Brilliant Cresyl blue oplossing. 
Na verwijdering van het plasma werden de cellen vijfmaal gewassen met koude 
300 mosmol PBS, pH 7 ,4, waarbij tevens de "buffy coat" werd verwijderd; deze 
procedure veroorzaakte bijna geen verlies van reticulocyten. De verkregen cel-
suspensie wordt verder aangeduid als reticulocytensuspensie. 
2. Beenmergcellen 
De beerunergcellen werden verkregen uit femora en tibiae van de ratten (7). 
Deze botten werden doorgespoeld met een koude Hanks' balanced salt solution, 
waaraan foetaal kalfsserum was toegevoegd (5% vjv). 
Nadat de celsuspensie voorzichtig met een Pasteurse pipet was opgezogen, wer-
den overblijvende celaggregaten verwijderd door fUtratie over nylon gaas. De 
cellen werden gesedimenteerd door middel van centrifugatie bij 200 g geduren-
de 7 minuten, bij 4°C. Het aantal kernhoudende cellen in de suspensie werd be-
paald door middel van een Toa microcell counter. 
De celsuspensie werd na een May-Grunwald Giemsa kleuring beoordeeld en 
bevatte 36% kernhoudende erytroïde cellen en minder dan 5% macrofagen. 
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Vervolgens werd de celsuspensie zodanig in MEM gesuspendeerd, dat het aan-
tal kernhoudende cellen 15.106/ml medium bedroeg. De celtellingen werden 
uitgevoerd met een Toa microcel counter. 
H. Algemene incubatieprocedure van erytroïde cellen met transferrine 
Tenzij anders vermeld~ werden de incubaties uitgevoerd in plastic weefsel~ 
cultuurschaaltjes (35 x I 0 mm, Falcon Plastics, Los Angeles) bij een temperatuur van 
37°C in een atmosfeer van lucbt/C02 (95:5) gedurende 30 minuten. 
I. 
Ter verkrijging van de membraanreceptor voor transferrine (hoofdstuk VI t/m 
IX) bevatte een typisch incubatiemengsel 1-10 x 10 7 rattenreticulocyten/ml 
of 1.5 x 107 kernhoudende beenmergcellen/mi gesuspendeerd in een medium 
dat bestond uit MEM met Hanks' saltsen HEPES buffer (20 mmol/1), waaraan 
tevens bicarbonaat ( eindconcentratie 9 mmol/1) en foetaal kalfsserum (5%v/v) 
waren toegevoegd. De rattentransferrineconcentratie in het mengsel bedroeg 
circa 5 nmol/m!. De binding van transferrine uit foetaal kalfsserum aan ratten-
reticulocyten en aan kernhoudende erytroïde beenmergcellen bedraagt slechts 
12% ten opzichte van rattentransferrine (7). 
Bij de incubatie-experimenten beschreven in hoofdstuk V werd geen foetaal 
kalfsserum toegevoegd en bedroeg de humane transferrineconcentratie 1-2 
nmol/ml. De incubaties werden beëindigd door de incubatieschaaltjes bij 0°C 
te brengen en er een overmaat ijskoude 300 mlliosmolaire PBS van pH 7,4 aan 
toe te voegen. De celsuspensies werden vervolgens vijfmaal gewassen met een 
ijskoude 300 millosmolaire PBS pH 7,4 eentrifuga tiesnelheid 200 g, tijd 7 
mirmten, temperatuur 4°C. 
De bereiding van reticulocyten ghostsuspensie 
Bij de bereidlltg van een ghostsuspensie werd gebruik gemaakt van de voor 
erytrocyten beschreven methode van Dodge (8). Voor de bereiding van ghostsus-
pensies werden celsuspensies gebruikt die 40-60% reticulocyten bevatten. 
De geïncubeerde celsuspensie werd gesuspendeerd in een PBS-oplossing van pH 
7,4 (I: 1), waarvan de osmolariteit 300 mosmol bedroeg. Hemolyse werd bewerk-
stelligd door 2 mi van de verkregen celsuspensie te pipetteren in 40 mi polypropyleen 
centrifugebuizen, die 28 mi 20 mlliosmolair PBS, pH 7,4 bevatten. Vervolgens werd 
40 minuten gecentrifugeerd bij 20.000 g in een Beekman ultracentrifuge (model 
L5-65). Het supernatant werd voorzichtig verwijderd van de pellet (ghostsuspensie), 
waarna de ghostsuspensie nog driemaal werd gewassen met de 20 millosmolair 
natriumfosfaatbuffer, pH 7,4. De verkregen ghostsuspensie werd meestal direct 
opgelost met het niet-ionaire detergens Triton X-100 (zie hoofdstuk VI). 
34 
J. Radioactiviteitsmetingen 
Radioactiviteitsmetingen werden uitgevoerd in een Packard autogammascin-
tillation spectrometer 5120. 
K. De bereiding van antilichamen 
Antilichamen werden in konijnen opgewekt door 2-5 mg van het preparaat 
waartegen geïmmuniseerd werd, in Freund adjuvans (compl.:incompl. ~ 1:1) intra-
cutaan in te spuiten in de voetzolen. De eerste boosterinjectie werd op de !Se dag 
intramusculair toegediend. De boosterinjecties werden vervolgens om de 10 dagen her-
haald tot een antilichaamtiter van 1/16 in een Ouchterlony techniek was verkregen. 
De antilichamen (~ gammaglobulinefractie uit het serum) werden geïsoleerd 
door gelflltratie van het serum over Sephadex G-150, waarna een zuivering door 
ionenuitwisselingschromatografie over DEAE-Sephadex A-50 plaatsvond (9). 
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HOOFDSTUK lil 
Analyse van de twee ijzerbindingsplaatsen van transferrine 
Inleiding 
Zoals reeds in hoofdstuk I werd vermeld, beschikt het ijzertransporterende ei-
wit transferrine over twee ijzerbinclingsplaatsen, de zogenaamde A- en B-plaats, 
gelegen in de C-tenninale en N-tenninale domains van het eiwitmolecuuL Er bestaan 
een aantal aanwijzingen dat er fysisch-chemische verschillen bestaan tussen beide 
ijzerbindingsplaatsen, zoals tot uiting komt in EPR-spectra (1, 2, 3) en dissociatie-
constanten (1). Bovendien blijkt de associatie en dissociatie van ijzer op de twee 
bindingsplaatsen pH afhankelijk te zijn. Beneden een pH van 6,0 dissocieert ijzer van 
de B-plaats, terwijl bij een pH van 5,2 ijzer nog steeds op de A-plaats gebonden is 
(4,5,6). 
Ondanks deze fysisch-chemische verschillen was het tot 1976 niet mogelijk om 
alle voorkomende vormen van transferrine, te weten apo-Tf, TfFe(A), TfFe(B) en 
Tf2Fe, van elkaar te scheiden. Makey et al. (7) beschreven in 1976 een methode, 
waarmee zij door middel van polyacrylamide gel electraforese in een medium met 6 
molair ureum in staat waren de vier vormen van transferrine van elkaar te scheiden. 
Deze scheidingsmethode wordt echter uitgevoerd in een onfysiologisch en denatu-
rerend milieu. 
In dit hoofdstuk wordt de ontwikkeling van een scheidingstechniek voor de 
vier vormen van transferrine beschreven, waarbij gebruik wordt gemaakt van "iso-
elektrische focussering in flat bed gels", in een medium zonder het denatureren de 
ureum. Tevens zal worden ingegaan op de omstandigheden, welke van invloed zijn op 
de vorming van TfFe(A) en TfFe(B), zoals de voor het opladen van transferrine 
gebruikte ijzerverbindingen en de ionaire samenstelling en pH van de voor het op-
laden gebruikte buffers. 
Materiaal en Methoden 
Humaan transterrine en apotransterrine (zie hoofdstuk U) 
PBS - 2 tabletten (Oxoid Ltd. Engeland) werden opgelost in l 00 ml aqua bidest. 
NTA - nitrilotriazijnzuur en het driewaardig natriumzout, Na,NTA werden van 
Sigma verkregen. 
Bereiding NTA -buffer: 
0,1 molair Na,NTA werd getitreerd met 0,1 molair NTA tot de pH welke ver-
langd werd. 
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Bereiding van ferri nitrilotriacetaat, 
voortaan aangeduid als FeNTA; 80 mg Fe20 3 werd opgelost in 40 mi 0,1 mol 
NT A/I (30 minuten verwarmen tot 90°C). De afgekoelde oplossing werd gedurende 5 
minuten gecentrifugeerd, waardoor het onopgeloste materiaal werd neergeslagen. Het 
supernatant werd met 0,1 molair Na,NTA op pH= 8,0 gebracht en vervolgens ver-
dund met 0,1 molair natrium NT A-buffer, pH 8,0, tot de ijzerconcentratie van de 
oplossing 3 mmoi/I bedroeg. 
Het opladen van transferrine bij verschillendepH's 
Een apotransferfine-oplossing werd toegevoegd aan een NT A-buffer met de 
verlangde pH. De uiteindelijke transferfineconcentratie bedroeg 6 g/L Indien nodig 
werd de pH bijgesteld met NTA ofNa,NTA. Tenslotte werd de FeNTA toegevoegd 
tot de gewenste saturatie van het transferfine was bereikt; meestal was dit een 50o/o-
ige verzadiging. 
Bereiding polyacrylamide gel 
Hiertoe werd in grote lijnen het voorschrift van LKB, Zweden gevolgd (Appli-
cation Notes 75 en 306) waarbij echter een aantal veranderingen werden aangebracht: 
a) In plaats van acrylamide en bisacrylamide werd Cyanogum-41 (Fischer Sci. Co) 
in een concentratie van 60 g/1 gebruikt. 
b) Tevens bevatte de gel 120 g sucrose/I en 20 g Ampholine, pH 5-7 (LKB 1809-
121), alsmede de voorgeschreven hoeveelbeid riboflavine. 
De polymerisatie werd bevorderd door de gel gedurende een nacht op een af-
stand van 10 cm onder twee TI-buizen, 20 E/50 de Luxe (Philips, Nederland) te 
plaatsen. 
'1soelektrische focussering" 
De "isoelektrische focussering" werd, volgens voorschrift van LKB, uitgevoerd 
op de Multiphor (LKB 2117, Zweden). De gel werd vooraf gedurende 60-90 minuten 
geè1ektroforeerd. Vervolgens werd op I cm van de kathode 5 Jll monster op de gel 
gebracht. Het voltage werd ingesteld op een maximum van 1200 V (DC power supply 
2103, LKB). De stroom en het vermogen waren ingesteld op respectievelijk 50 mA en 
30 Watt. De optimale tijd voor focussering bedroeg 3 uur. 
Het kleuren van de gel 
Na de focussering werd de gel direct gekleurd met een volgens Blakesley (8) 
bereide Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva, Heidelberg, Duitsland). Met Nitrosa-R-
salz (Merck) werd een, door Smith (9) beschreven specifieke kleuring op ijzer uitge-
voerd. 
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Plaatsbepaling van apotransterrine en difem·c transfem·ne op de gel 
Om de plaats van apotransferrine en diferric transferrine op de gel te bepalen, 
werden monsters van deze eiwitten apari: op een gel gebracht. De "isoelektrische 
focussering'' werd op de boven beschreven wijze uitgevoerd. 
Resultaten 
1. Isoelektrische focussen·ngspatronen ran een viJftig procent met ij'zer verzadigde 
transferrine~plossing. 
IA. lnPBS 
In figuur 1 worden de resultaten weergegeven van isoelektrische focussering van 
een transferrine-oplossing, welke voor 50% met FeNTA in PBS is opgeladen bij ver-
schillende pH's (incubatietijd 20 uur; incubatietemperatuur 20°C). Indien de op-
Ti 
- -TfFe(C) 
pH 6.7 7.0 7.5 8.0 8.3 8.4 8.6 9 _1 
Fig. 1 Isoelektrische focussering van transferrinepreparaten. die in PBS met Fe zijn opgeladen 
tot een verzadiging van 50%. Er zijn vier 'Ooofd"·fracties te onderscheiden, apotrans-
ferrine, twee monoferric transferrinen en differic transferrine. De benoeming van de 
dichtst bij de kathode gelegen monoferric transferrineband als A en de dichtst bij de 
anode gelegen monoferrie band alsBis overeenkomstig de literatuur (7). 
lading bij pH 6,7 en 7,0 plaatsvindt, treedt blijkbaar, onder de beschreven omstandig-
heden (overmaat NT A3 --ionen), geen binding van ijzer aan transferrine op. Bij pH 
7,5-9,1 ontstaat een duidelijke transferrille-band met waarschijnlijk één ijzeratoom 
gebonden (TfFe(A)), gezien de plaats van deze band op de gel ten opzichte van apo-
transferrine en diferric transferrine. Er ontstaat ook een tweede zwakkere monoferric 
band (TfFe(B)); naarmate de pH hoger wordt, ontstaat er tevens steeds meer diferric 
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Fig. 2 Isoelektrische focussering van transfcrrineprcparaten. die in een NT A-buffer met Fe 
zijn opgeladen tot een verzadiging van 500/o. 
transferrille (Tf.2Fe). Indien transferrille met ijzer wordt opgeladen bij pH's, die 
liggen tussen 7,5 en 9, in aanwezigheid van fosfaationen, blijkt ijzer dus voornamelijk 
op de A-bindingsplaats gebonden te worden. 
I.B. In eenNTA-buffer 
Indien het opladen van transferrille tot een 50%-ige verzadiging plaatsvond in 
een NT A-buffer in plaats van in PBS werden andere resultaten verkregen (figuur 2). 
De incubatietijd en incubatietemperatuur bedroegen respectievelijk 20 uur en 20°C. 
Bij een pH, lager dan 7 ,I wordt voornamelijk apotransferrille gevonden. Bij een pH 
tussen 7,1 en 8,1 wordt voornamelijk TfFe(A) gevormd, terwijl bij een pH tussen 8,1 
en 10 naast diferric transferfine vooral monoferric TfFe(B) ontstaat. Bij het opladen 
bij een pH tussen 8,1 en 10 neemt de intensiteit van de TfFe(A) band geleidelijk af. 
Indien de bij verschillende pH's opgeladen oplossingen gedurende verschillende tijden 
en bij verschillende temperaturen werden bewaard, bleek TfFe(A) de meest stabiele 
vorm. TfFe(B) ging voor een deel over in TfFe(A). 
II. Isoelektrische focussering van een tot verschillende verzadigingspercentages op-
geladen transferrine-oplossing 
Transferfine werd opgeladen met Fe-NTA tot verzadigingspercentages welke 
gelegen waren tussen de 20 en I 00% met een interval van telkens 20%. Het opladen 
vond plaats bij pH 7 ,4; 8,3 en 9,1; de incubatietemperatuur bedroeg 20°C; de incuba-
tietijd 20 uur. 
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Fig. 3 Isoelektrische focussering van transferrinepreparaten. die met Fe tot vcrschillende vcr-
zadigingspereentages zijn opgeladen bij resp. pH 7,4: pH 8,3 en pH 9.1. 
zijn weergegeven in figuur 3. Bij pH 7,4 wordt bij een verzadigingspercentage tussen 
de 20 en 60% voornamelijk de A-plaats van transferrine bezet. Bij verzadigings· 
percentages van 60 tot 80% vormen zich onder de beschreven omstandigheden vooral 
TfFe(A) en diferric transferrine. Bij pH 8,3 wordt reeds bij een verzadigingspercen· 
tage van 20% een toegenomen bindingvan Fe aan transferrille op de B-plaatswaargeno· 
men, terwijl bij pH 9,1 bij een verzadigingspercentage vanaf20% voomarnelijk TfFe(B) 
en diferric transferrille worden gevormd. Samenvattend kan gesteld worden dat bij 
pH 7,4 de A-plaats en bij pH 9 ,I de B-plaats van transferrine de grootste affiniteit 
voor ijzer hebben. 
111. De vorming van TjFe( A) en TjFe( B) bij pH = 9 en wisselende incubatietijd en 
incubatietemperamur 
De resultaten in figuur 4laten zien dat bij het opladen van transferrille tot 50% 
verzadiging in een NT A-buffer met Fe-NTA en bij pH= 9 de vorming van TfFe(A) en 
TfFe(B) afhankelijk is van de incubatietijd en incubatietemperatuur. Bij een incuba· 
----
fig. 4 Isoelektrische focussering van transferrinepreparatcn. die in een NT A-buffer pH 9.0 
met Fe zijn opgeladen tot een verzadiging van 50%. Variatie van de incubatietempera-
tuur (4. 22. 37°C) en incubatietijd (0-27 uur). 
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tietemperatuur van 4°C wordt ijzer tijdens de eerste 5 uur van de incubatie voor-
namelijk aan de A-plaats gebonden, na 20 en 27 uur wordt ijzer iets meer op de B-
plaats aangetroffen. Bij 22°C is reeds na een incubatietijd van 2 uur meer ijzer op de 
B- dan de op de A-plaats gebonden, teiVIijl na 20 uur incuberen bijna uitsluitend 
TfFe(B) en Tf.2Fe voorkomen. Bij een incubatietemperatuur van 37°C wordt reeds 
na 30 minuten ijzer op de B-plaats gebonden en komen na een incubatietijd van 3\:\ 
uur uitsluitend TfFe(B) en Tf.2Fe voor. In de figuren zijn de resultaten van de 
Coomassie Brilliant Blue kleuringen weergegeven. De specifieke ijzerkleuringen kwa-
men hiermee, met betrekking tot TfFe(A), TfFe(B) en Tf.2Fe, overeen. 
Discussie 
Met FeNTA als ijzerdonor werd getracht om specifiek de A- en B-ijzerbindings-
plaats op transferrille op te laden. Hierbij werd gebruik gemaakt van de mogelijk ver-
schillende invloeden van de pH op de associatie van ijzer aan, en de dissociatie van 
ijzer van de A- en de B-ijzerbindingsp!aats op transferrille. 
Indien een NTA/Na3 NTA-buffer als incubatiemedium voor transferrine werd 
gebruikt. bleek het mogelijk om een specifiek met TfFe(A) of met TfFe(B) verrijkte 
oplossing te verkrijgen (figuur 2). Bij een pH lager dan 7,7 wordt ijzervoornamelijk 
op de A-plaats gebonden, terwijl bij een pH hoger dan 8,6 voomarnelijk de B-plaats 
wordt opgeladen. Zoals uit de resultaten van figuur 2 blijkt, zijn de specifiek met 
TfFe(A) en TfFe(B) verrijkte oplossingen echter wel verontreinigd met apo-trans-
ferrine, de andere monoferric transferrille en met diferric transferrille. Het bleek dat 
de vier vormen van transferrine op flat bed gels, bij afwezigheid van het denatureren-
de ureum, door isoelektrische focussering goed van elkaar te scheiden zijn. Dit duidt 
op een verschil in isoelektrisch punt tussen apotransferrine, TfFe(A), TfFe(B) en 
Tf.2Fe. 
Bij het specifiek opladen van transferrille blijken incubatietijd, incubatietem-
peratuur en incubatiemedium een belangrijke rol te spelen (figuur 3 en 4). Indien als 
incubatiemedium PBS in plaats van NTA/Na3NT A-buffer werd gebruikt, bleek het 
tot pH 9 .I niet mogelijk om de B-ijzerbindingsplaats specifiek op te laden (figuur I). 
Ondanks het feit dat bij een pH hoger dan 8,6, na 60 minuten incuberen bij 37°C, er 
voornamelijk TfFe(B) aanwezig is, doen de resultaten uit figuur 4 vermoeden dat de 
binding altijd eerst aan de A-plaats geschiedt, waarna een overgang naar de B-plaats 
plaatsvindt. Bij hogere incubatietemperaturen treedt de overgang van TfFe(A) in 
TfF e(B) sneller op. 
De verkregen resultaten komen ten dele overeen met de conclusies welke Ca-
non et al. (2) trokken uit verkregen EPR spectra van TfFe(A) en TfFe(B) en waarbij 
bleek dat de binding van ijzer aan de B-plaats van transferrille afhankelijk was van de 
pH, terwijl de A-plaats deze pH-afhankelijkheid over een traject van pH 6-9 veel 
minder vertoonde. Tevens bleek uit hun resultàten dat bij pH 8-9 de B-plaats prefe-
rent ijzer bond. 
Het feit dat bij de meest fysiologische in vitro omstandigheden (pH 7,4;aan-
wezigheid fosfaationen) TfFe(A) de meest stabiele monoferric transferrillevorm is, 
lijkt in tegenspraak met de bevindingen van Leibman en Aisen (I 0), dat in nonnaai 
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serum voomarnelijk het labiele TfFe(B) voorkomt. Ook indien serum op de door ons 
beschreven isoelektrische focusseringsmethode werd onderzocht, bleek TfFe(B) in 
hogere concentratie aanwezig dan TfFe(A). 
De verklaring hiervoor moet mogelijk gezocht worden in een in het serum aan-
wezige dialyseerbare fractie waardoor TfFe(B) de meest stabiele monoferric trans· 
ferrinevorm wordt (11 ). Indien deze fractie niet aanwezig is, zoals bij experimenten 
met geïsoleerd transferrille als hier beschreven, blijkt TfFe(A) de meest stabiele 
monoferric vorm. 
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HOOFDSTUK IV 
Bereiding van zuiver humaan transferrine A en transferrine B 
met behulp van een preparatieve "isoelektrische focusserings"-techniek 
Inleiding 
Uit de resultaten van hoofdstuk lil is gebleken dat de twee ijzerbindingsplaat-
sen van transferrine verschillende affmiteiten voor Fe(III) hebben bij verschillende 
pH en dat de twee "monoferric" transferrines 0,1 pH eenheid in isoelektrisch punt 
verschillen, op grond waarvan zij gescheiden kunnen worden. De vraag is echter of 
deze fysisch-chemische verschillen tussen beide bindingsplaatsen ook een functioneel 
verschil tussen deze vormen tot gevolg hebben, zoals de Fletcher en Huehns hypo-
these suggereert (1, 2). Volgens deze hypothese zou, zoals in hoofdstuk I is vermeld, 
ijzer gebonden op de A-plaats van transferrine voomarnelijk worden afgegeven aan 
voorlopers van de erytrocyt, en ijzer gebonden op de B-plaats vooral aan de ijzerop· 
slagplaatsen. 
Bij het toetsen van deze hypothese zijn veel wisselende resultaten verkregen. 
Princiotto en Zapolski (3, 4) concludeerden op grond van incubatie-experimenten 
van humaan transferrine met konijnenreticulocyten dat slechts één van de aan 
humaan transferrille gebonden ijzeratomen aan reticulocyten kan worden afgegeven; 
later vonden zij dat beide ijzerbindingsplaatsen op konijnentransferrine geen versebil 
vertoonden ten aanzien van de ijzerafgifte aan erytroïde cellen. Bij de incubatie-
experimenten maakten deze onderzoekers gebruik van diferric transterrine of van 
transferrine-oplossingen die bij verschillende pH waren opgeladen. Huebers et al. (5) 
en Morgan et al. (6) vonden, gebruik makend van transferrine-oplossingen die bij 
neutrale pH met ijzer waren opgeladen en daarna tijdelijk in pH waren verlaagd, geen 
functionele verschillen tussen beide ijzerbindingsplaatsen van humaan, konijnen- en 
rattentransferrine. Gebruik makend van aanvankelijk met 59FeNTA verzadigd hu-
maan transferrine, dat met humane reticulocyten werd geïncubeerd tot 50% van het 
59 Fe verwijderd was en vervolgens weer met 55Fe-NTA werd verzadigd alvorens 
opnieuw met een humane reticulocytensuspensie geïncubeerd te worden, vonden 
Harris en Aisen geen verschil in 59Fe en 55Fe in een homoloog systeem; indien zij 
echter bovengenoemde procedure, met humaan transferrine en konijnenreticulocyten 
uitvoerden, vonden zij een hogere opname van 55 Fe ten opzichte van 59Fe (7). 
Brown gebruikte de zojuist beschreven labelingstechniek voor rattentransfer-
rine, dat hlj vervolgens bij de ratten inspoot, waarna op gezette tijden de verhouding 
55Fej59Fe van erytroïde cellen en levercellen werd nagegaan. 
Aanvankelijk werd op grond van de verkregen resultaten geconcludeerd dat er 
in vivo een functioneel versebil bestond tussen beide ijzerbindingsplaatsen van trans-
ferrine (8). Recent heeft Brown de verkregen voorkeursopname van 55Fe echter toe-
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geschreven aan het feit dat bij de rat twee soorten transferrine voorkomen (zgn. slow-
en fasHransferrine, 5, 9). Het ene type transferrine zou een voorkeur hebben voor 
erytroïde cellen, het andere type voor de ijzeropslagplaatsen; er zou geen functioneel 
verschil bestaan tussen beide ijzerbindingsplaatsen van transferrine (10). Anderen 
hebben het functionele verschil tussen het zgn. slow- en fast-transferrine niet kunnen 
bevestigen (5, 6). 
De wisselende resultaten die bij het toetsen vaL .e Fletcher en Huehns hypo· 
these zijn verkregen, moeten waarschijnlijk voor een belangrijk deel worden toege-
schreven aan het feit dat de experimenten niet met zuiver TfFe(A) en TfFe(B) 
konden worden nitgevoerd. De, door het opladen bij verschillende pH of door het 
verwijderen van ijzer van Tf.2Fe door preincubatie met reticulocyten of door een 
tijdelijke verlaging van de pH, met één van de monoferric transfertirren verrijkte op-
lossingen bevatten, zoals ook uit de resultaten uit hoofdstuk lil blijkt, een wisselende 
hoeveelheid apotransferrine, diferric transferrine en de andere monoferric transferrine 
(11, 12). Deze wisselende "verontreinigingen" kunnen debet zijn aan de wisselende 
resultaten, die werden verkregen bij het toetsen van de Fletcher en Huehns hypo-
these (11, 12). 
Een oordeel over het Fletcher en Huehns model lijkt dan ook pas geveld te 
kunnen worden indien de incubatiesmet zuiver TfFe(A) en TfFe(B) worden uitge-
voerd. In dit hoofdstuk wordt de bereiding van zuiver TfFe(A) en zuiver TfFe(B) 
beschreven, daarbij gebruik makend van het in hoofdstuk lil aangetoonde verschil in 
isoelektrisch punt tussen beide "monoferric" transfertin en. 
Materiaal en Methoden 
Humaan transterrine en apotransterrine werden verkregen zoals in hoofdstuk 11 be-
schreven. 
Nitrilotriacetaat (NTA) buffer; deze werd bereid door Na3NTA te titreren met NTA 
tot de gewenste pH was verkregen. 
AmpholinespH 5-7 en Wtrodex gel werden verkregen van LKB (Zweden). 
Bereidingvan "monoferric" transterrine Fe(A) en "monoferric" transterrine Fe(B) 
Bij een oplossing van humaan apotransferrine (circa 60 g/1) werden 10 vol % 
van een 1 molair NTA buffer (1 mol/I) respectievelijk van pH 7,2 (voor TfFe(A)) en 
van pH 9,2 (voor TfFe(B)) gevoegd. De apotransferrine-oplossingen werden ver-
volgens met een gemengde 56Fe/59Fe citraatoplossing, welke circa 1 mMo! Fe/I 
bevatte, tot een verzadiging van 60% opgeladen. De ijzer-bevattende transferrine-
oplossing werd een nacht bij kamertemperatuur bewaard en vervolgens gedurende 24 
uur bij 4°C gedialyseerd tegen !liter 0,1 M Tris van respectievelijk pH 7 voorTfFe(A) 
en van pH 9 voor TfFe(B). 
Na dialyse werden de transferrine-oplossingen gebruikt voor preparalieve iso-
elektrische focussering met een LKB 2117 Multiphor, welke werd uitgevoerd volgens 
44 
Application Note 198 (LKB), waarin een aantal wijzigingen werden aangegeven. In 
plaats van Sephadex G75, werd een "granulated" gel, Ultrodex, gebruikt. Vier gram 
van het lyophlel gedroogde poeder werd gesuspendeerd in 100 ml van een 2%-ige 
(w/v) ampholine pH 5-7 oplossing. De focussering werd uitgevoerd over een breed 
en kort gebied in plaats van over een lang en smal gebied. Tussen de glasplaat waarop 
de gel is gelegen en de glasplaat die voor koeling zorgt, werden twee velletjes vochtig 
filtreerpapier gelegd om na de focussering de transferrille-ijzer banden beter te kun-
nen onderscheiden. 
Voordat het monster werd opgebracht werd gedurende 60-90 minuten voor-
gefocusseerd. De voor-focussering werd begonnen met 500 V en 50 mA, welke waar-
den tijdens de focussering veranderden in 900 V en 35 mA. Maxima van 1200 V en 
50 mA werden ingesteld voor de eigenlijke focussering. In verband met de betrekke-
lijk geringe stabiliteit van TfFe{B) in het onderhavige medium (zie resultaten) moest 
een snelle focussering met hoge spanning worden uitgevoerd. 
In plaats van het monster met de gel te mengen, werd het monster opgebracht 
door het te laten absorberen in een droge elektrode strip (circa 70 Jl]/cm strip) 
waarna de strip, evenwijdig met de elektrode strips en op 1 cm van de kathode, voor-
zichtig in de gel werd gedrukt. De focussering werd in 100-140 minuten verricht tot 
zich scherpe banden hadden gevormd, welke door hun rose kleur zichtbaar waren. 
Vervolgens werd met een glazen spatel dat gedeelte van de gel dat het eiwit bevatte 
in speciale elueerkolommen (LKB, 2117-502) overgebracht. TfFe(A) werd met 0,5 
molair Tris pH 7, TfFe(B) met 0,5 molair Tris pH 8 van de kolom geëlueerd. De 
e!uaten werden gedurende een nacht bij 4°C gedialyseerd tegen I liter van een 0,02 
molair Tris buffer van pH 7 indien het TfFe(A) en van pH 8 indien het TfFe(B) be-
trof. De elutie- en dialysebuffer waren ijzervrij gemaakt door de beide buffers over 
een kleine kolom met Chelex (Biorad) te elueren. Tenslotte werden de verkregen 
monsters op hun homogeniteit gecontroleerd met behulp van een nanalytische iso~ 
elektrische focussering" op polyacrylamide gel zoals is beschreven in hoofdstuk lil. 
Resultaten 
Figuur I toont de resultaten van een isoelektrische focussering op analytische 
schaal van een transferrillemonster (70 J.Lg). Het linker deel van deze figuur toont het 
patroon van een transferrine-oplossing, die werd opgeladen bij pH 7 ,2, waardoor 
voornamelijk TfFe(A) werd gevormd; het rechter deel toont het patroon van een 
oplossing opgeladen bij pH 9,2 waardoorvoornamlijk TfFe(B) ontstond. 
Figuren 2 en 3 tonen de preparatieve isoelektrische focussering resultaten in 
Ultrodex waarbij monsters van circa 70 mg werden opgebracht. Op de gels werd een 
ijzerkleuring toegepast, zodat apotransferrine niet zichtbaar is. Het linker gedeelte 
van figuur 2 toont TfFe(A), in het rechter deel de meest intens gekleurde TfFe(B). 
Figuur 3 vertoont de resultaten van een preparatieve isoelektrische focussering van 
een transferrillemonster dat specifiek op de B-plaats was opgeladen. Het linker deel 
van de figuur vertoont het resultaat, indien het monster voor focussering wél, het 
rechter deel, indien het monster voor focussering nfet werd gedialyseerd. 





Isoelektrische focussering van transferrine-preparaten, die bij pH 7.2 (links) en pH 9?2 
(rechts) met Fe werden opgeladen. 
Prcparaticve isoelektrische focussering van specifiek opgeladen transferrinc-preparaten. 
Links: transfcrrinc Fc(A): rechts: transferrine Fe(B). 
Fig. 3 Preparatievc isoelektrische focussering van een transfcrrine-prcparaat dat specifiek op 
de B-plaats was opgeladen. 
Links: transferrine-preparaat wel gedialyseerd voor focussering 
Rechts: transfcrrine-preparaat niet gedialyseerd voor focussering 
ren, resulteerde dit in een scherpe TfFe(B) band, (alsmede in de vorming van enig 
Tf.2Fe). Als het monster niet werd gedialyseerd en de chelatoren niet werden ver~ 
wijderd, bleek tijdens de focussering het grootste gedeelte van TfFe(B) te worden 
omgezet in TfFe(A) (figuur 3, rechts). Deze omzetting werd niet gezien indien de 
focussering op analytische schaal werd uitgevoerd. 
Figuur 4 vertoont de resultaten op analytische schaal van de op preparalieve 
gels verkregen TfFe(A) en TfFe(B) preparaten, 
Discussie 
Uit de resultaten in figuur I blijkt dat "specifiek" opgeladen transferrille-
oplossingen nooit alleen zuiver TfFe(A) of TfFe(B) bevatten, maar gecontamineerd 
zijn met wisselende hoeveelheden apotransferrine, de andere vorm van monoferric 
transferrine en diferric transferrine. Met de beschreven preparatieve isoelektrische 
focussering methode blijkt het wel mogelijk om zuiver "monoferric" TfFe(A) en 
zuiver Hmonoferric" TfFe(B) van elkaar te scheiden en te isoleren. Onder gunstige 
omstandigheden bedraagt de opbrengst minstens 20%. Om optimale resultaten te 
verkrijgen bij preparatieve isoelektrische focussering moet tenminste aan onderstaan-






Fig. 4 Analytische isoelektrische focussering van transferrine·preparatcn die met behulp van 
preparatievc isoelektrische focussering waren bereid. 
Links: transterrine Fe( A) 
Rechts: transferrinc Fe(B) 
I) Om zuiver TfFe(B) te verkrijgen is het noodzakelijk dat NTA en citraat door 
dialyse of gelfJ!tratie verwijderd worden, voordat de specifiek opgeladen op-
lossing TfFe(B) aan isoelektrische focussering wordt onderworpen. Indien deze 
stap achterwege wordt gelaten, blijkt tijdens de focussering een aanzienlijk 
deel van TfFe(B) in TfFe(A) te worden omgezet. 
Verwijdering van de chelatoren uit een TfFe(A) oplossing resulteert in een 
scherpere migratie van de TfFe(A) band in de gel. 
2) De beste en meest reproduceerbare verhouding TfFe(A)/TfFe(B) verkrijgt men 
indien men apotransferrine oplaadt in een NTA buffer, in aanwezigheid van een 
overmaat HC03-, als anion in plaats van NTA. 
3) De concentratie van de transferrine-oplossing, die aan isoelektrische focusse-
ring wordt onderworpen, dient tenminste 30 g/1 te bedragen om met op de gel 
te brengen monsters van I ,5-2 mi te kunnen werken en toch een redelijke hoe-
veelbeid TfFe(A) en TfFe(B) te verkrijgen. 
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Geen functioneel verschil tussen de twee ijzerbindingsplaatsen 
van humaan transferrine in vitro 
Zoals reeds in hoofdstuk I en IV is vermeld, concludeerden Fletcher en Huehns 
op grond van resultaten, verkregen bij in vitro experimenten, dat TfFe(A) ijzer vooral 
aan voorlopers van de erytrocyt zou afgeven, terwijl TfFe(B) ijzer bij voorkeur aan 
de ijzeropslagplaatsen in het lichaam zou afstaan (I, 2). Door dit functionele verschil 
tussen beide ijzerbindingsplaatsen zou het serum-ijzer geen homogene pool vormen 
en zou transferrine naast een transporterende ook een belangrijke regulerende rol in 
de ijzerstofwisseling vervullen. 
Tot op heden zijn de meningen over de juistheid van deze hypothese nog ver· 
deeld door de tegenstrijdige resultaten die bij het toetsen van deze hypothese werden 
verkregen. Eén van de belangrijkste oorzaken van deze tegenstrijdige resultaten moet 
worden gezocht in het feit dat het tot voor kort niet mogelijk was de incubatie-
experimenten uit te voeren met zuiver monoferric transferrine (zie hoofdstuk III en 
IV). 
Een andere oorzaak voor de verschillende resultaten is mogelijk gelegen in het 
gebruik van reticulocyten voor deze experimenten. Reticulocyten vormen een in-
homogene celpopulatie met betrekking tot hun rijpheid. Aangezien het aantal actieve 
receptoren afneemt naarmate de reticulocyt ouder wordt, is de mogelijkheid ge· 
opperd, dat ook het onderscheidend vermogen van de reticulocyt voor TfFe(A) en 
TfFe(B) bij rijping zou afnemen. 
Zoals reeds in hoofdstuk I werd vermeld, speelt, behalve de localisatie van het 
ijzerion op de A- dan wel op de B-ijzerbindingsplaats van transferrine, mogelijk ook 
het feit of het transferrinemolecuul één dan wel twee ijzeratomen gebonden heeft, 
een rol bij de interactie met de voorlopers van de erytrocyt. Er zijn zowel in vivo als 
in vitro (10, 11) aanwijzingen gevonden dat voorlopers van erytrocyten procentueel 
meer ijzer opnemen van een transferrine.-oplossing met een hogere ijzerverzadiging 
dan van een oplossing met evenveel transferrine, echter met een lagere ijzerverzadi· 
ging. Anderen (6, 12, !3) hebben deze bevindingen niet kunnen bevestigen. Ook deze 
tegenstrijdige resultaten worden zeer waarschijnlijk verklaard door de steeds verschil-
lende samenstelling van de transferrine-oplossing, alsmede door de foutieve ver· 
onderstelling dat bij het opladen van een transferrine-oplossing met ijzer de verdeling 
van dit ijzer over de A· en B·plaats van transferrine at random geschiedt, wat blijkens 
gegevens vermeld in hoofdstuk Ili niet het geval is. In dit hoofdstuk wordt de Flet· 
cher en Huehns hypothese getoetst met zuiver TfFe(A) en TfFe(B), geïncubeerd met 
erytroblasten uit het beenmerg. Tevens wordt nagegaan of diferric transferrine pro-
50 
centueel meer ijzer aan de voorlopers van de erytrocyt afgeeft, dan monoferric trans-
ferrine. 
Materiaal en Methoden 
Humaan apotransterrine werd bereid volgens de in hoofdstuk 11 beschreven methode. 
De bereiding van zuiver T[Fe(A) en T[Fe(B) vond plaats volgens de in hoofdstuk N 
beschreven methode. Beide monoferric transferrilles bleven stabiel indien zij ge-
durende meer dan I uur bij 37°C werden geïncubeerd in het medium waarin ook de 
incubatiesmet cellen plaatsvonden. 
De bereiding van zuiver diferric transfenine vond ook met behulp van de isoelek-
trische focussering techniek plaats. 
Van de geïncubeerde celsuspensies werden de ghost en de cytosol verkregen op de in 
hoofdstuk I1 beschreven wijze. 
Rattenreticulocyten en beenmergcellen werden verkregen zoals in hoofdstuk 11 is 
beschreven. 
Humane beenmergcellen werden verkregen van 8 vrijwilligers, 4 vrouwen en 4 man-
nen in de leeftijd van 17-63 jaar. Beenmerg (15-20 mi in 3 puncties) werd geaspireerd 
uit de crista spina iliaca posterior en snel overgebracht in 4 mi Hanks' balances salt 
salution waaraan I 00 E heparine/mi was toegevoegd. De humane beenmergaspiraties 
werden met de May-Grunwald Giemsa kleuring en met een kleuring op ijzer als nor-
maal beoordeeld (het percentage kernhoudende erytroïde cellen varieerde tussen de 
26-38%, (het percentage cellen dat niet tot de erytroïde, myeloïde oflymfoïde reeks 
behoorde, was minder dan 5%). 
Incubatie-experimenten werden uitgevoerd op de in hoofdstuk II onder H'J beschre-
ven wijze; bij de experimenten werd dus geen foetaal kalfsserum aan het Incubatie-
medium toegevoegd. 
Resultaten 
Mogelijke invloed van ampholine en de isoelektrische focusserings-techniek op de 
functie van transterrine 
In deze experimenten werd nagegaan of ampholine en de isoelektrische focus-
sering de kwaliteit van het natieve ijzer-transferrine met betrekking tot de ijzer-
afgifte aan de erytroïde cellen beïnvloeden. 
Apotransfettine werd met 59Fe specifiek op de A-plaats opgeladen, waarna de 
oplossing in twee gelijke delen (X en Y) werd gesplitst. Oplossing X, met voorname-
51 
lijk TfFe(A), gecontamineerd met apotransferrine, TfFe(B) en Tf.2Fe, werd direct 
in een incubatie-experiment gebntikt. Oplossing Y werd aan preparalieve isoelek-
trische focussering onderworpen en gescheiden in vier fracties (Tf, TfFe(A), TfFe(B) 
en Tf.2Fe) (hoofdstuk IV). Deze fracties werden uit de gel geëlueerd en weer bij 
elkaar gevoegd. De op deze wijze verkregen oplossing had weer dezelfde samenstelling 
als de oorspronkelijke, specifiek opgeladen transferrine-oplossing. Het enige verschil 
tussen de oplossing X en Y is dat in oplossing Y alle componenten (Tf, TfFe(A), 
TfFe(B) en Tf2Fe) blootgesteld zijn geweest aan de invloed van ampholine en iso-
elektrische focussering. Aangezien de resultaten van figuur 1 tonen dat er geen ver-
schil in ijzeropname door erytroïde beenmergcellen optreedt, of deze erytroïde been-
mergcellen nu met oplossing x dan wel met oplossing y werden geïncubeerd, hebben 
ampholine en isoelektrische focussering blijkbaar geen schadelijke invloed op de 






























































Fig. 1 De opname van ijzer door humane beenmergcellen geïncubccrd met een transferrine-
oplossing die specifiek werd opgeladen (oplossing X,k-k-*-&-"'4)of met een trans-
ferrincoplossing die werd bereid met behulp van prcparatieve isoelektrische focussering 
(oplossing Y, e e e e e). 
Incubatie van humane beenmergcellen met humaan mono[erric T[Fe(A) en humaan 
monoferric T[Fe( B) 
Figuur 2 toont de resultaten van de incubatie-experimenten met humane been-
mergcellen. Deze zijn weergegeven als de gemiddelde ijzeropname per 2 x 106 kern-
houdende erytroïde beenmergcellen, die bepaald werd uit de resultaten van 8 experi-
menten met beenmergcellen van 8 verschillende personen. Het beenmerg van elke 
proefpersoon werd zowel met TfFe(A) als met TfFe(B) geïncubeerd. Er bestaan geen 
significante verschillen in de ijzeropname door celsuspensiesgeïncubeerdmetTfFe(A) 
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met TfFe{B) geïncubeerde cellen vertoonden ook geen significante verschillen in 
ijzeractiviteit. 
Isoelektrische focussering van de oplossingen na incubatie liet zien dat uitslui-
tend de oorspronkelijke monoferric transferrinevorm en het, door de incubatie 
ontstane apotransferrine, aanwezig waren. 
Incubatie van rattenreticulocyten en rattenbeenmergcellen met humaan monoferric 
T[Fe(A) en humaan monoferric T[Fe(B) 
Aangezien rattenreticulocyten en rattenbeenmergcellen in vitro actiever zijn in 
het opnemen van ijzer uit transferfine dan humane erytroïde cellen (5) werden ook 
rattenerytroïde cellen met beide humane monoferric transferrifles geïncubeerd. De 
resultaten van deze experimenten zijn weergegeven in figuur 3. Zoals uit de resultaten 
blijkt, bestaat er ook geen significant functioneel verschil tussen beide ijzerbindings-
plaatsen van humaan transferfine wat betreft de afgifte van ijzer aan rattenbeenmerg-
cellen. 
Incubatie van humane beenmergcellen met een oplossing die evenveel T[Fe(A) als 
T[Fe( B) bevat 
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Fig. 4 De opname van ijzer door humane beenmergcellen gcïncubcerd met een oplossing met 
gelijke hoeveelheden humaan TfFe(A) en TfFc(B) 
a a 8 e TtFc59Fc(A) en TfFc(B) 





TfFe(A) en TfFe(B) zouden maken als beide tegelijkertijd aanwezig waren, werden 
celsuspensies geïncubeerd met oplossingen die zowel TfFe(A) als TfFe(B) bevatten 
(beide in gelijke hoeveelheden). 
ln oplossing I was TfFe(A) bereid met 59Fe en werd TfFe(B), bereid met 56Fe, 
toegevoegd; in oplossing ll was TfFe(A) met 56 Fe en TfFe(B) met 59Fe bereid. Uit de 
resultaten van figuur 4 blijkt dat ook bij gelijktijdige aanwezigheid van TfFe(A) en 
TfFe(B) er geen verschil in ijzeropname door erytroïde beenmergcellen bestaat. 
De incubatie met beide monoferric transferrinenen diferric transferrine 
In figuur 5 en tabel I worden de resultaten weergegeven van een experiment 
waarbij delen van dezelfde celsuspensie werden geïncubeerd met respectievelijk een 
gelijke hoeveelheid monoferric transferrille en diferric transferrine. Uit de verkregen 
resultaten (figuur 5 en tabel I) blijkt dat de procentuele ijzeropnames voor mono-
ferric transferrille en diferric transferrille bij een incubatietijd variërend van 5 tot 120 
minuten gelijk zijn~ op elk tijdstip heeft de celsuspensie welke met diferric transfer-
fine was geïncubeerd tweemaal zoveel ijzer opgenomen als de celsuspensie welke met 
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fig. 5 De opname van ijzer door humane beenmergcellen geïncubcerd met monoferric 
Tff'e(A) ............_.. en diferr:ic Tf.2Fe A:-A-:/11. 
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Tabel!. - De 59Fe opname in picomolen/2 x 106 kernhoudende erytroïde beenmergcellen 
en in procenten van oorspronkelijke transferrine-oplossingen 
Opnamevan Opnamevan Opnamevan 
Incubatie- monoferric TfFe(A) monoferric TfFe(B) diferric transferrille 
tijd in min. in picomol in% in picomol in% in picomol in% 
5 JO 3.5 12 4,1 21 3,6 
10 15 5,2 18 6,2 34 5,9 
20 21 7,3 23 8 45 8 
30 30 10.4 30 10,4 62 10.7 
40 39 13,2 42 14,6 79 13.6 
60 54 18.8 53 18,4 llO 19 
80 76 26,4 77 27 148 25,5 
100 87 30.2 85 29,5 180 32 
120 104 36 100 35,2 202 35 
Discussie 
Eén van de grootste problemen bij het toetsen van de Fletcher en Huehns 
hypothese is dat het tot voor kort niet mogelijk was om de ijzeropname door voor-
lopers van de erytrocyt na te gaan met zuiver TfFe(A) en zuiver TfFe(B) (3, 4). 
Hoewel er verschillende methoden beschreven zijn om een transferrine-oplossing 
specifiek op één van beide bindingsplaatsen op te laden, resulteerde dit nooit in een 
zuiver monoferric transferrine. In het gunstigste geval verkreeg men een met één van 
de beide monoferric transferrine specifiek verrijkte oplossing, die echter altijd ge-
contamineerd was met wisselende hoeveelheden apotransferrine, met de andere 
monoferric transferrine en met differic transferrine (boofdstuk lil en IV van dit 
proefschrift). Door deze contaminaties zouden kleine functionele verschillen tussen 
beide ijzerbindingsplaatsen onvoldoende tot uiting kunnen komen. 
De resultaten van de in dit hoofdstuk beschreven experimenten, uitgevoerd met 
zuiver monoferric TfFe(A) en TfFe(B) en met beenmergcellen in plaats van met reti-
culocyten, om een eventueel afgenomen onderscheidend vermogen voor TfFe(A) en 
TfFe(B) in de rijpere reticulocyt te vermijden, tonen aan dat er geen functioneel ver-
schil bestaat tussen beide ijzerbindingsplaatsen met betrekking tot de ijzerafgifte aan 
erytroïde cellen in vitro. Harris en Aisen toonden in hun experimenten een functio-
neel verschil aan tussen beide ijzerbindingsplaatsen indien het humane transferrine in 
een heteroloog systeem met konijnenreticulocyten werd geïncubeerd; er bestond 
geen verschil indien het humane transferrine in het homologe systeem met humane 
reticulocyten werd geïncubeerd (14). 
Aangezien erytroïde cellen van rat en konijn in vitro actiever zijn in het verwij-
deren van aan transferrine gebonden ijzer dan humane erytroïde cellen, zou het 
mogelijk zijn dat een functioneel verschil tussen de beide ijzerbindingsplaatsen op 
humaan transferrine niet tot uiting komt omdat humane erytroïde cellen in vitro 
onvoldoende actief zijn in het verwijderen van ijzer gebonden aan transferrine (5). 
Met het oog op deze mogelijkheid werden experimenten uitgevoerd waarin ratten-
erytroïde cellen werden geïncubeerd met zuiver humaan monoferric TfFe(A) en 
TfFe(B). Ook in dit heterogene, doch meer actieve systeem werd geen functioneel 
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verschll tussen beide ijzerbindingsplaatsen van humaan transferrille aangetoond. 
Ook indien meer fysiologische omstandigheden worden benaderd, namelijk 
het gelijktijdig aanwezig zijn van TfFe(A) en TfFe(B) in één incubatiemedium, 
konden geen verschillen tussen TfFe(A) en TfFe(B) worden aangetoond met betrek-
king tot de ijzerafgifte aan erytroïde voorlopercellen. 
Tenslotte bleken er in vitro geen aanwijzingen voor een toegenomen afrmiteit 
van reticulocyten voor diferric transferrine ten opzichte van monoferric transferrine. 
Concluderend kan gesteld worden dat onder omstandigheden welke een voor-
waarde vormen voor het toetsen van de Fletcher-Huehns hypothese, namelijk incu-
batie met zuiver monoferric TfFe(A) en TfFe(B), er in vitro geen steun voor deze 
hypothese wordt verkregen. Wel dient opgemerkt te worden dat wij bij een recent 
onderzoek naar het voorkomen van de verschillende transferrinevonnen in normaal 
serum met behulp van de beschreven isoelektrische focussering techniek vastgesteld 
hebben dat in normaal serum TfFe(B) in hogere concentratie voorkomt dan TfFe(A). 
Deze bevinding is recent ook door Aisen beschreven (15) en wordt mogelijk ver-
klaard door een verschll in bindingsafrmiteit tussen de A- en de B-plaats van trans-
ferrille voor ijzer afkomstig uit het voedsel, uit het RES, of uit de lichaamsvoorraden 
(16). 
Literatuur 
L FLETCHER. J. and HUEHNS, E.R. (1967). Significanee of the binding of iron by trans-
ferrin. Nature (Londen) 215, 584-586. 
2. FLETCHER. J. and HUEHNS, E.R. (1968). Function of transferrin. Nature (Londen) 
218, 1211-1214. 
3. AISEN, P. and BRO\VN. E.B. (1975). Structure and function of transferrîn. Progressin 
Hematology 9, 25-56. 
4. AISEN. P. and BROWN, E.B. (1977). The iron-binding function of transfertin in iron me-
tabolism. Seminars in Hematology 14, 31-53. 
5. BROWN, E.B. (1977). Transferrin: physiology ::md funetion in iron transport. Iron Meta-
bolism. CibJ. Poundation Symposium 151, 125-138, Elsevier/North-Holland Inc., Amster-
dam. 
6. HUEBERS. H .. HUEBERS. E., Cisba, E. and FINCH, C.A. (1978). Iron uptake from rat; 
plasma: transfertin by rat rcticulocyte. J. Clin. Invest. 62, 944-951. 
7. MORGAN, Eli., HUEBERS, H. and FINCH, C.A. (1978). Differences between the bin-
ding sites for iron-bindingandrelease in human and rat transferrin. Blood 52, 1219-1228. 
8. LEIBMAN, A. and AISEN. P. (1979). Distribution of iron between the binding sites of 
transferrio in serum. Blood 53, 1058-1065. 
9. VAN BAARLEN. 1.. BROUWER, J.T .. LEIBMAN. A. and A!SEN.P. (1980). Evidence of 
the functional heterogencity of thc two sites of transfertin in vitro. Brit. J. HaematoL 46, 
417426. 
10. HAHN, D., BAVIERA. B. and GANZONI, A.M. (1975). Functional heterogencity ofthe 
transport iron compartmcnt. Acta HaematoL (Basel)-53, 285-291. 
11. FLETCHER. J. (1971). The plasma clearance and liver uptake of iron from transfertin of 
low and high iron saturation. Clin. Sci. 41, 395402. 
12. LANE, R.S. and FINCH. C.A. (1970). The in vivo plasma clearance of iron from transfer-
rins of kow and high iron saturation. Clin. Sci. 38, 783-793. 
13. CHR!STENSEN. A.C., HUEBERS. H. and F!NCH. C.A. (1978). Effect of transferrin 
saturation on iron dclivcry in rats. Am. J. Phys. 235, 18-22. 
14. HARRIS, D.C. and AISEN. P. (1975). Functional cquivalence of the two iron-binding 
sites ofhuman transferrin. Nature (London) 257, 821-823. 
57 
15. LEIBMAN, A. and AISEN. P. (1979). Distributîon of iron between the binding sites of 
transferrin in serum. Blood 53, 1058-1065. 
16. ZAPOLSKI. E.J. and PRINCIOTTO. J.V. (1980). Transfertin acquîsition of catabolized 
erythrocyte iron in the rat. Life Sciences 27, 739-745. 
58 
HOOFDSTUK VI 
De localisatie van de transferrine~receptor op de membraan van rartenreticulocyten 
Inleiding 
In hoofdstuk I is reeds uitvoerig ingegaan op het feit dat voor de opname van 
ijzer door de reticulocyt een binding tussen het ijzertransporterend eiwit transferrine 
en de reticulocytenmembraan dient plaats te vinden. Ook de factoren, die bij deze 
reactie een rol spelen, zijn in hoofdstuk I (tabel !I en lil) vermeld. In deze inleiding 
wordt dan ook volstaan met een korte samenvatting van een aantal essentiële gege. 
vens, die een rol spelen bij het ijzeropname-proces do_or de reticulocyt. 
De initié1e stap in dit proces is de binding van transferrille aan een receptor 
op de cehnembraan (I). De meeste receptoren voor transferrine, uitgedrukt per 
oppervlakte-eenheid, zijn aanwezig op de proerytroblast. Het aantal receptoren 
neemt bij celrijping af en de erytrocyt lijkt in het geheel niet meer over actieve 
transferrine~receptoren te beschikken, daar deze cel niet in staat is transferrine 
specifiek te binden (I, 2, 3). Aangezien de samenstelling en de localisatie van de 
transferrine-receptor ten opzichte van andere beschreven membraaneiwitten niet 
goed bekend is, is het nog onduidelijk of deze receptor tijdens de rijping van de cel 
geheel van de membraan verdwijnt of dat er alleen een verandering in de structuur 
optreedt, zodanig dat de receptor inactief wordt. 
In de literatuur zijn verschillende transferrine-membraancomplexen beschre-
ven, welke sterk verschillen in relatieve molecuuhnassa's (tabel lil, hoofdstuk I), 
hetgeen mogelijk ten dele aan de verschillende herkomst van de reticulocyten kan 
worden toegeschreven (4, 5). Bovendien dient vermeld te worden dat van geen 
van de geïsoleerde membraancomplexen de functie van transferrine-receptor is aan-
getoond. 
In de ijzeropname door de cel speelt de transferrille-receptor een dermate be-
langrijke rol dat voor een goed inzicht in dit proces de localisatie, isolatie en nadere 
karakterisering van de transferrine-receptor een voorwaarde lijkt. 
In dit hoofdstuk wordt de isolatie van een transferrille-membraancomplex van 
de rattenreticulocyten beschreven, waarbij gebruik wordt gemaakt van een door 
Speyer en Fielding, voor humane reticulocyten beschreven methode, die op bepaalde 
punten werd gewijzigd (6). 
Materiaal en Methoden 
a) Erytrocyten, reticulocyten en beenmergcellen worden verkregen uit mannelijke 
Wislar ratten op de in hoofdstuk ll beschreven wijze. 
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b) Rattentransferrine en anti-rattentransferrine werden bereid op de in hoofdstuk 
U beschreven methode. 
c) De bereiding van antilichamen tegen rattenserumeiwitten, waaruit voor de imM 
munisatie transterrine en gammaglobulinen waren verwijderd. Konijnen werden 
geïmmuniseerd met rattenserum, waaruit transferrine en gammaglobulinen 
waren verwijderd met behulp van affmiteitschromatografie. De innnunoglobu-
Iinefractie uit het antiserum werd geïsoleerd met behulp van gelfiltratie over 
Sephadex G-150 en ionen uitwisselingschromatografie over DEAE-Sephadex 
A-50. 
d) De bereiding van antilichamen tegen een geïSoleerde ghostsuspensie van ratten-
reticulocyten en tegen een ghostsuspensie van rattenbeenmergcellen. Konijnen 
werden geïmmuniseerd met een geïsoleerde ghostsuspensie van rattenreticulo-
cyten en van rattenbeenmergcellen. Uit de verkregen antisera werden weer de 
innnunoglobulinefracties geïsoleerd (zie c). 
e) De incubatie van rattenbeenmergcellen en -reticulocyten met transfem·ne. Deze 
incubatie vond plaats op de in hoofdstuk I! beschreven wijze. 
f) De immunojluorescentie studies 
Beenmergcellen van nonnale Wistar ratten~ en beenmergcellen en reticulocyten 
van anemische Wistar ratten werden geïncubeerd met transferrine. Later werden 
voor deze experimenten ook beenmergcellen en reticulocyten gebruikt, welke 
niet vooraf met transferrine_ geïncubeerd werden. Nadat de celsuspensies een 
aantal malen gewassen waren in 300 miliosolair PBS, pH 7 ,4, werden deze 
cellen in afzonderlijke experimenten gedurende 30 minuten bij 0°C geïncu-
beerd met respectievelijk antilichamen tegen rattentransferrine, met anti-
lichamen tegen de totale celmembraan en met antilichamen tegen rattenserum-
eiwitten, waaruit voor immunisatie transferrine en gammaglobuline waren ver-
wijderd (zie c). Na deze incubatie werden de cellen zesmaal gewassen met 300 
miliosmolair PBS van pH 7 ,4. 
Tenslotte werden de cellen geïncubeerd met uit geitenserum geïsoleerde immu-
noglobulinen gericht tegen konijnen-lgG, waaraan na isolatie fluoresceine 
isothiocyanaat werd gekoppeld (GAR-FITC, Nordic). Na het wassen van de 
cellen werd het aantal fluorescerende cellen bepaald met behulp van een 
fluorescentie-microscoop. 
g) De bereiding van een ghostsuspensie van reticulocyten. met radioactief trans-
terrine geïncubeerd vond plaats volgens een methode van Dodge et al., die werd 
beschreven in hoofdstuk ll. 
h) Chromatografie van de opgeloste ghosts. 
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De verkregen ghostsuspensie werd gesuspendeerd in 4~8 ml van een 5 milios-
molaire natriumfosfaatbuffer van pH 7,4 en opgelost door het toevoegen van 
een 5o/o-ige Triton X-!00 oplossing in 25 miliosmolaire natriumfosfaatbuffer, 
zodat de uiteindelijke Triton X-100 concentratie in de oplossing 1% bedroeg. 
De oplossing werd gedurende 15 minuten tot 31'C verwarmd. De opgeloste 
ghostsuspensie werd afgekoeld tot 4°C en gechromatografeerd in opwaartse 
richting over een Sepharose~2B kolom (30 cm x 1 ,4 cm), die geëquilibreerd was 
met een 5 miliosmolaire natriumfosfaatbuffer van pH 7 ,4, bevattende I% (v/v) 
Triton X-100. Dezelfde buffer werd ook als elutiebuffer gebntikt. Fracties van 
2,5 mi werden verzameld bij een elutiesnelbeid van 5 mi/uur. Een aantal van de 
fracties van de Sepharose-2B kolom werden samengevoegd en met behulp van 
vacuüm ultraflJ_tratie geconcentreerd. 
De geconcentreerde fracties werden in opwaartse richting gechromatografeerd 
over een Sepharose-6B kolom (I m x I ,4 cm), welke geëquilibreerd was met 
een 5 miliosmolaire natriumfosfaatbuffer van pH 7,4, bevattende 1% (v/v) 
Triton X-100, hetgeen eveneens de elutiebuffer was. De elutiesnelbeid bedroeg 
6 mi/uur waarbij fracties van 3 mi werden verzameld. 
Van alle Sepharose-2B en Sepharose 6B fracties werden de E254 en het aantal 
59Fe en 1251 counts/minuut (cpm) bepaald. 
i) Incubatie van transferrine met erytrocyten, met nunsealed., reticulocyten 
ghosts, "resealed" reticulocyten ghosts en met opgeloste ghosts. 
I. De incubatie van radioactief transferrille en erytrocyten vond op dezelfde 
wijze plaats als beschreven voor de reticulocyten. Na de incubatie werd een 
ghostsuspensie bereid van de erytrocyten en werd de opgeloste ghostsus-
pensie vervolgens gechromatografeerd over Sepharose-2B en Sepharose-6B 
(zie h). 
2. Van een reticulocytensuspensie, welke niet met transferrine was geïncu-
beerd, werd een ghostsuspensie bereid in een 5 millosmolaire fosfaatbuffer, 
pH 8,0. Van een ander deel van dezelfde celsuspensie werden "resealed 
ghosts" gemaakt door de hemolyse uit te voeren in een 5 millosmolaire 
fosfaatbuffer, waaraan 1 milimol MgS04 was toegevoegd. Bovendien werd, 
in plaats van 38 mi, 98 mi van de hemolyserende vloeistof aan 2 mi celsus-
pensie toegevoegd. De verkregen normale en resealed ghostsuspensie wer-
den 1:1 verdund met Hanks' (300 mOsm) waaraan 1% (v/v) kalfsserum was 
toegevoegd en vervolgens geïncubeerd met 1251-transferrine-59Fe (concen-
tratie, 1 nmol/ml). Na incubatie werden de ghostsuspensies viermaal ge-
wassen met 20 millosmolair PBS van pH 7,55 en vervolgens opgelost en 
gechromatografeerd op de voor een normale ghostsuspensie beschreven 
wijze. 
3. Van niet geïncubeerde reticulocyten werd een ghostsuspensie bereid vol-
gens de in hoofdstuk II beschreven methode. Deze ghosts werden opgelost 
in Triton X-100 en vervolgens geïncubeerd met 125I-transferrine-59Fe, 
waarbij de uiteindelijke transferrineconcentratie in het incubatiemedium 
2.10-2 nmol/1 bedroeg. 
De incubatie werd gestopt door afkoeling tot 0°C waarna de gehele oplos-
sing over Sepharose-2B en Sepharose-6B gechromatografeerd werd. 
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j. De verwijdering van Triton X-1 00 uit de B2 -component. 
Voor de verwijdering van Triton X-100 uit de B2 -component werd gebruik ge-
maakt van een door Holloway beschreven methode (7). De B2-component werd 
hierbij geëlueerd over een BioBeads SM-2 kolom (I ,5 x 30 cm) welke geëquili-
breerd was met een 0,01 molair Tris- 0,001 molair EDTA buffer pH 8,0, 
welke 0,1% natriumdodecylsulfaat bevatte (SDS). 
Resultaten 
Jmmunoj/uorescentiestudies (zie tabel!) 
Rattenbeenmergcellen die geïncubeerd waren met transferrine, en daarna 
onderworpen waren aan een indirecte immunofluorescentietechniek, toonden een 
duidelijke aan de membraan gelocaliseerde fluorescentie. Na een aantal experimen-
ten werden de beenmergcellen niet meer geïncubeerd met transferrine, doch na iso-
latie en wassen direct behandeld met een indirecte immunofluorescentietechniek. In 
beide experimenten vertoonden circa 34% van de cellen een aan de membraan ge-
localiseerde fluorescentie. In de differentiatie van het normale rattenbeenmerg waren 
circa 36-39% kernboudende ezytroïde cellen aanwezig, waarvan het merendeel 
fluoresceerde, zoals uit een dubbelkleuring bleek. Tevens bleek dat reeds in het 
pro-erytroblasten-stadium membraan geloeiliseerde fluorescentie aanwezig was. Na 
het induceren van een anemie in de rat, via bloedafname door orbitapuncties, steeg 
het percentage cellen met een duidelijke membraanfluorescentie tot 50%, terwijl het 
percentage ezytroïde cellen in de differentiatie toenam tot 53% (zie tabel !). 
Zoals te verwachten, vertoonden alle cellen een membraanfluorescentie, indien 
zij in plaats van met antitransferrille met anti-totaal beenmerg immunoglobulinen 
werden geïncubeerd. Indien geen antitransferrine of anti-totaal beenmerg aan de 
celsuspensie werd toegevoegd, vertoonden de cellen zo goed als geen membraan-
fluorescentie (tabel I). 
Concluderend kan gesteld worden dat, indien een suspensie van beenmergcellen 
werd onderworpen aan een indirecte immunofluorescentietechniek met antitransfer-
riTie er een goede correlatie bestaat tussen het aantal erytroïde cellen in het beenmerg 
en het aantal fluorescerende cellen. Bovendien tonen deze experimenten aan dat, in 
vivo, reeds vanaf de vroegst herkenbare erytroïde beenmergcel, transferrine aan de 
buitenzijde van de reticulocyten membraan gebonden wordt. Indien een reticulo-
cytensuspensie aan de beschreven immunofluorescentietechniek werd onderworpen, 
kwam het percentage cellen, dat een aan de membraan gelocaliseerde fluorescentie 
vertoonde, bijna overeen met het percentage reticulocyten in de celsuspensie. 
Gelfiltratie-experimenten 
Gelfiltratie van opgeloste reticulocyten ghosts over Sepharose-2B resulteerde in 
twee gescheiden radioactieve ghostcomponenten, welke als A en B aangeduid zullen 
worden. Component A elueerde in het void volume van de kolom en bevatte naast 
eiwit uitsluitend radioactief ijzer. Component B bevatte alle 1251-actîviteit en de 
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TABEL I. - Fluorescentie van er}'troïde cellen 
Experiment Substanties toegevoegd aan beenmergcellen: Waarnemingen 
Anti-ratten· Anti-beenmerg- Anti-ratten·* HANKS' GAR-FITC8 Percentage Percentage 
transferrine gilastsuspensie serum op!. erytroïde fluorescerende 
immuno- immuno· immuno· cellen cellen 
globuline globuline globuline 
Beenmerg- a + + 36 34 
cellen van b + + 39 100 
normale rat ç + + 38 2 
d + + 36 
c + 37 
Beenmerg van a + + 53 50 
anemische rat b - + - + 51 99 
(door c + + 49 3 
orbitapunctie) d - + + 50 1 
e - + 51 1 
' 
Antilichamen tegen rattenserum waamit transferrineen gammglobulinen verwijderd waren. 
• Geit anti-konijn - Fluoresccise isothiocyanaat 
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overige 59Fe-activiteit. De 125 1- en de 59 Fe-activiteit in deze B-component overlapten 
elkaar niet volledig (fig. 1 ). Indien de B-component van de Sepharose-2B kolom werd 
gechromatografeerd over Sepharose-6B ontstonden drie radioactieve componenten, 
B" B2 en B3 (fig. 2). 
Component B1 bevat uitsluitend 59 Fe-activiteit, deze component elueert in het 
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void volume van de Sepharose-6B kolom en heeft een Mr > 45.104 • 
Het elutievolume van B2 komt overeen met dat van de "marker" catalase, waar-
van de Mr rv 23.104 bedraagt. Aangezien deze B2 -component practisch alle 125 -I-
activiteit (= transferrine) bevat, zou de B2 -component het transferrine-membraan-
receptorcomplex kunnen bevatten. Experimenten met de analytische ultracentrifuge 
met de van Triton X-1 00 gezuiverde B2 -component leverden een aantal fracties op met 
verschillende Svedberg-constanten, hetgeen impliceert dat B2 nog heterogeen van 
samenstelling is. 
Component B3 (fig. 2) elueert in het bed volume van de kolom; de hoeveelheid 
59Fe- en 125 !-activiteit van deze component bedraagt minder dan 5% van de 59Fe- en 
1251-activiteit van de Bren B2 -componenten. 
Component B3 representeert ten dele een andere, waarschijnlijk niet specifiek, 
transferrine bindende membraancomponent, aangezien een incubatie van deze com-
ponent met antilichamen tegen de reticulocytenghosts resulteert in een 1251 en 59Fe 
gemerkt precipitaat (hoeveelheid 1251- en 59Fe-activiteit in dit precipitaat circa 20%van 
totale 125 1- en 59 Fe-activiteit van de B3component). 
Na incubatie van component B3 met het antilichaam tegen de reticulocyten-
ghosts bevat het supernatant nog 80% van de in de oorspronkelijke component B3 
aanwezige 1251- en 59Fe-activiteit; deze activiteit wordt dus niet geprecipiteerd met 
antilichamen tegen de reticulocytenmembraan, maar wel met een antilichaam tegen 
transferrine en representeert vrij I25 1-transferrine-59 Fe. 
De verkregen resultaten worden in tabel II samengevat. 
Tabel IL - Componenten van een reticulocyten ghostsuspensie na fractienering over 




hoge rela ticve molecuulmassa 
bevat uitsluitend 59Fe-activiteît 
relatieve molecuulmassa groter dan 450.103 
bevat uitsluitend 59Fe-activitcit 
relatieve molecuulmassa 200.103-300.103 
bevat een deel van 59Fe-activitcit en bijna alle I 25I-activiteit 
Rcccptor-tr:msfcrrine-complcx 
deel vrij transfcrrinc, een ander deel gebonden aan membraanfractie 
(waarschijnlijk aspecifiek) 
De invloed van de incubatietzj"d op de "componenten" A_. B b B2• 
De incubatie van transferrine met reticulocyten werd na respectievelijk 5, 10, 
!5, 20, 30, 40 en 60 minuten beëindigd. Van de desbetreffende celsuspensie werd 
een ghostsuspensie bereid, welke werd opgelost, waarna gelfiltratie over Sepharose-
2B en Sepharose-6B plaats vond. Het bleek dat de 59Fe-activiteit in piek A lineair 
toenam in de tijd (maximale incubatietijd 60 minuten). 
De 59Fe-activiteit van de BI-component bereikte na circa 3040 minuten een 
maximum, waarna de 59Fe-activiteit in deze component constant bleef. 
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De 59Fe- en 1251-activiteit van de B2 -component bereikten na circa 20 minuten 
een maximum; waarna de 59 Fe- en 125 1-activiteit in deze component voor de duur van 
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Chromatografie van de opgeloste retîculocyten ghost op Sepharose-2B 
._.,__. reticulocyten bij 37°C geïncubeerd. 
















20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 
Fractienummers 
Herchromatografie van de B-componcnt van de sepharose-2B kolom op een Scpharosc-
6B kolom. 
•-•-o reticulocyten bij 37°C gcïncubccrd. 
~ reticulocyten bij 20 ° C geïncu beerd. 
De invloed van de inqt.batietemperatuur op de 59 FeM en 125 I-activiteit van de compoM 
nenten A, Bh Bz en B3 . 
Een retîculocytensuspensîe werd met transferrîne geïncubeerd bij 21 °C en 
37°C. Van iedere celsuspensie werd weer een ghostsuspensie bereid, die na oplossen, 
Tabel III. - De invloed van de incubatietemperatuur op de 59Fe en lZ5IMverdeling in de via 
gelfiltratic vcrkregen fracties 
Incu batietemperatuur* 
20°C 37°C 
Percentage 59Fc in component A 
59Fe/ 1z5I-verhouding van de B<>Component 
van de Sepharose-2B kolom 
Vcrhouding tussen 59Fc-activiteit 
van de A- en B<>Component 
59Fej1z5I-vcrhouding van de Ez-component 
van de Scpharose-6B kolom 
V erhoudîng tussen 59Fc-activiteit 
van de B1 en Ez-component 
* Resultaten van één experiment 







20°C t.o.v. 37°C 
Tabel IV. - De invloed van de incubatietemperatuur op de 59Fe en 1z51-verdeling in de via 
gelfiltratie verkregen fracties 
Verhouding tussen 59Fe-aetiviteit van 
B1:;compongnten afkomstigvan de 
20 C en 37 C ghostsuspensie 
Verhouding tussen 59Fe-activiteit van 
B2:;compongntcn afkomstig van de 
20 C en 3 7 C ghostsuspensic 
Vcrhouding tussen 1251-activiteît van 
B-componcntcn afkomstig van de 
20°C en 37°C ghostsuspcnsie 
Verhouding tussen 1251-activitcit van 
B2-componenten afkomstig van de 
20°C en 37°C ghostsuspensie 
* Resultaat van één experiment 






20°C t.o.v. 37°C 
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werd gefiltreerd over Sepharose-2B en Sepharose-6B. 
De resultaten van dit experiment zijn weergegeven in figuren 3 en 4, en in de 
tabellen Ill en IV. In de eerste plaats blijkt uit tabel IV dat bij 20°C de hoeveelheid 
aan de cel gebonden transferrine lager is dan de hoeveelheid bij 37°C (125I-verhou-
ding). Uit tabellen lil en IV, alsmede uit de figuren 3 en 4 blijkt verder dat de ijzer-
activiteit in de componenten A en B1 bij 20°C veel lager is, dan op grond van de ver-
minderde hoeveelheid gebonden transferrine te verwachten was. 
Ook in component B2 is de 59Fe-activiteit iets lager dan op grond van de ver-
minderde hoeveelheid gebonden transferrine te verwachten was; wel is duidelijk dat 
de temperatuursinvloed groter is op veranderingen in de 59Fe-activiteit van de compo-
nenten A en B1 dan op de veranderingen in de 59Fe-activiteit van component B2. Het 
lijkt gerechtigd op grond van deze resultaten te concluderen dat de invloed van de 
incubatietemperatuur groter is op de ijzerafgifte door transferrine aan de cel dan op 
de transferrillebinding aan de cel. 
'-10 
i', L 
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Fig. 5 Chromatografie van op vcrschillende wijzen vcrkregen met 1251 en 59Fe gemerkte ghost-
suspcnsie over Sepharose-6B. 
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I- reticulocyten; II- erytrocyten~ III- unsealcd ghosts: IV - rcsealcd ghosts: V-
opgeloste ghosts. 
----Ez54 nm. 
De incubatie van een suspensie van ""unsealed ghosts"'" ~~resealed ghosts"'" opgeloste 
ghosts en erytrocyten. 
In figuur 5 worden de resultaten weergegeven van de incubatie van verschillen-
de ghostsuspensies en een erytrocyten suspensie met 1251, 59Fe gemerkt transferrine. 
Hieruit blijkt dat erytrocyten niet in staat zijn om transferrine aan de B2 -component 
te binden, of mogelijk geen B2-componenten bezitten. 
Met een normale ghostsuspensie, een ''resealed ghostsuspensie" en opgeloste 
ghosts werd echter wel enige specifieke binding aan de B2 -component verkregen. 
De effectiviteit ten opzichte van intacte reticulocyten is echter duidelijk afgenomen 
tot circa 20-30% en bovendien wordt er geen 59Fe-activiteit waargenomen in de 
componenten A en B 1 . Er bestaat geen significant verschll met betrekking tot de 
59 Fe- en 1251-activiteit in de B2-component van de "unsealed", "resealed'' en opge-
loste ghosts. 
Discussie 
Ondanks het feit dat er veel gegevens bekend zijn over het ijzeropnameproces 
door voorlopers van de erytrocyt blijven er nog veel vragen over de precieze wijze 
waarop dit proces plaatsvindt. Met name bij het onderzoek naar de localisatie en de 
samenstelling van de membraanreceptor voor transferrine zijn sterk wisselende 
resultaten verkregen, welke ten dele zijn toegeschreven aan soort-verschillen tussen 
de reticulocyten. 
De immunefluorescentiestudies in dit hoofdstuk maken het waarschijnlijk dat 
in vivo reeds in het proerytroblastenstadium transferrine aan de membraan wordt 
gebonden. 
Uit de gelfiltratie-experimenten kan geconcludeerd worden dat bij het ijzer-
transport naar het intracellulaire compartiment van de reticulocyt verschillende 
componenten betrokken zijn. Het feit dat aan één van deze componenten, B2 , bijna 
alle op de cel aanwezige transferrille is gebonden, maakt het waarschijnlijk dat deze 
component de membraanreceptor voor transferrine bevat. 
Centrifugatiestudies in de analytische ultracentrifuge toonden aan dat compo-
nent B2 nog heterogeen van samenstelling is; bovendien binden zich aan component 
B2 een onbekend aantal moleculen Triton X-100 waardoor de relatieve molecuul-
massa niet met zekerheid is vast te stellen. 
Een opvallend verschijnsel is verder dat de 59Fejl25I-verhouding van de B2-
component groter is dan de 59Fejl25J-verhouding van het oorspronkelijk gebruikte 
transferrine. Dit kan erop wijzen dat het receptoreiwit in staat is om ijzer dat van 
transferrille verwijderd wordt, te binden, terwijl het ontstane apotransferrille de 
receptor weer verlaat; echter ook een ander samenstellend deel van de heterogene 
B2-component zou deze functie kunnen vervullen. 
Een onderdeel van de B2-component zou dan ook als membraan-intermediair 
in het ijzertransport kunnen fungeren. Anderen hebben de toegenomen 59Fe/125!-
ratio van B2 ten opzichte van de 59Fe/'251-ratio van het oorspronkelijke transferrille 
verklaard door een selectieve binding aan de receptor aan te nemen, van die trans-
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ferfinemoleculen die het minst gemerkt zijn met 1251 (8). De experimenten bij ver-
scbillende incubatietemperaturen maken deze laatste verklaring echter niet waar-
schijnlijk. 
De functie van de alleen met 59Fe gemerkte component B1 is nog onbekend; 
gezien het beloop in de tijd van de 59 Fe-activiteit van de B1-component, waarbij de 
hoogste activiteit na B2 wordt bereikt, zou deze Brcomponent als intermediair 
kunnen fungeren tussen B2 en het intracellulaire compartiment. 
Component A gedraagt zich kinetisch gezien als eindprodukt, waarvan de 
functie in de reticulocyt onduidelijk is. De incubatie-experimenten met ,,unsealed", 
"resealed" en opgeloste ghosts tonen aan dat het voor een specifieke reactie tussen 
transferrine en de receptor op de cehnembraan, waarbij ijzer van transferrine ver-
wijderd wordt, noodzakelijk is dat dit transferfine met intacte reticulocyten kan 
reageren. Het feit dat ook de binding tussen transferfine en de ghost veel minder 
effectief iS dan tussen transferfine en de intacte reticulocyt maakt het waarschijnlijk 
dat de conformatie van de receptor beïnvloed wordt door de omgevende membraan-
eiwitten. Bij verandering van deze conformatie gaat een groot deel van de specifici· 
teit van de transferfinebinding verloren. Ook Morgan en Baker (9) hebben op het 
belang van een intacte cel voor de reactie met transferrille gewezen. 
Uit de resultaten van de experimenten met de wisselende incubatietemperatuur 
blijkt dat het vrijmaken van ijzer uit de transferfine en het transport naar het intra-
cellulaire compartiment temperatuurgevoeliger is dan de binding van transferrine aan 
de receptor, hetgeen zich uit in een grotere afname van de 59 Fe~activiteit in de cytosol 
en de componenten A, B1 en B2 , ten opzichte van de afname van de 1251-activiteit in 
de B2-component. 
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HOOFDSTUK VII 
De rol van de geïsoleerde membraancomponent B2 bij het ijzeropnameproces 
door de reticulocyt 
Inleiding 
In het vorige hoofdstuk is de isolatie van een membraancomponent - B2 -
beschreven, die op grond van het feit dat practisch alle op de reticulocyt aanwezige 
125 1-activiteit (d.w.z. transferfine) zich in deze B2-component bevindt, mogelijk het 
transferfine-receptorcomplex representeert. 
Het functioneel belang van deze membraancomponent in het proces van de 
ijzeropname is echter geenszins aangetoond. Gezien de rol die de membraanreceptor 
voor transferrine vervult in het ijzeropnameproces van de reticulocyt, is te verwach-
ten dat een blokkade van de receptor gepaard gaat met een verminderde binding van 
transferrille aan de cel en dientengevolge met een verminderde ijzeropname door de 
cel. 
Indien B2 werkelijk het transferrille-receptorcomplex vertegenwoordigt, zou 
een antilichaam gericht tegen het membraangedeelte van de B2-component dan ook 
een afname van de transferrinebinding en ijzeropname in reticulocyten moeten kun-
nen bewerkstelligen. 
In dit hoofdstuk wordt de bereiding en zuivering van een tegen het membraan-
gedeelte van de B2-component gericht antilichaam beschreven. Tevens wordt nage-
gaan welke invloed een afscherming van de B2-component door dit antilichaam uit· 
oefent op de transferfinebinding aan en ijzeropname door de reticulocyt. 
Materialen en Methoden 
Rattenreticylocyten; rattentransferrine, gemerkt met 1251 en 59Fe en antiratten-
transferfine werden verkregen via de in hoofdstuk 11 beschreven methoden. 
De niet-Fe membraaneiwitten 
Membraaneiwitten van de reticulocyt welke niet behoren tot de fracties A, B1 
en/ of B2 (fig. I en 2, hoofdstuk VI) worden als niet-Femembraaneiwitten beschouwd. 
De bereiding van antilichamen tegen het transferrine-receptorcomplex, B2 en tegen 
niet-Fe membraaneiwitten 
Konijnen werden geïmmuniseerd met het transferfine-membraancomplex, B2 
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en met niet-Fe membraaneiwitten. 
De immunoglobulinefracties werden uit de antisera geïsoleerd met behulp van 
ge!flltratie over Sephadex G-150 en ionen uitwisselingschromatografie over DEAE-
Sephadex ASO. De verkregen antilichamen werden met behulp van een Ouchterlony 
techniek getest. 
De zuiveringvan de tegenhet transferrine-membraancomplexB2 gerichteantilichamen 
De antitransferrine antilichamen, die deel uitmaakten van de tegen de B2-com-
ponent gerichte immunoglobulinefractie werden met behulp van affmiteitschromato-
grafie over een CNBr-geactiveerde Sepharose-4B transferrinekolom verwijderd. (Zie 
voor elutiebuffers hoofdstuk !I, onder bereiding transferrine ). 
De bereiding van Fab- en Fe-fragmenten van het tegen B2 gerichte antilichaam 
Voor de bereiding van Fab- en Fe-fragmenten van het tegen B2 gerichte anti-
lichaam en van het tegen de niet-Fe membraaneiwitten gerichte antilichaam werd 
gebruik gemaakt van een door Van Eijk beschreven methode (1, 2). Hiertoe werd een 
2o/o-ige oplossing van de immunoglobulinefractie in 1 molair Tris-buffer van pH 8,0 
binnen 30 minuten bij kamertemperatuur gereduceerd door het toevoegen van 2-
mercaptoethanol uit een uiteindelijke concentratie van 0,2 mol/1. De oplossing werd 
tot 0°C afgekoeld en de vrije SR-groepen werden geblokkeerd door een overmaat 
monoiodoaceetamide (uiteindelijke concentratie 0,4 mol/I; 45 minuten voortdurend 
roeren). Om de 7 S fractie te isoleren, werd met de verkregen oplossing een gelfll-
tratie uitgevoerd, over Sephadex G-150 met een 0,1 malairTris- 0,5 molair NaCl-
0,002 molair EDTA buffer van pH 8,2 als eluens. De aldus verkregen oplossing van 
gereduceerd 1gG werd gedurende 16 uur tegen 0,1 molair Tris van pH 8,0 gedialy-
seerd en vervolgens door trypsine gesplitst (eiwit/enzym ratio= 50/1). De splitsing 
werd beëindigd door de oplossing een aantal maal te bevriezen en te ontdooien, 
waarna de pH op 6,0 werd gebracht en de oplossing gedurende 1 nacht bij 4°C gedia· 
lyseerd werd tegen een groot volume 0,15 molair NaCI. De 3,5 S fragmenten (Fab 
en Fe) werden verkregen door middel van gelflltratie van de gedialyseerde oplossing 
over Sephadex G-150. Via chromatografie van de geïsoleerde 3,5 S fragmenten over 
DEAE-cellulose was het mogelijk om deze 3,5 S fragmenten te scheiden in Fab· en 
Fe-fragmenten. 
De verkregen fracties werden op immuunactiviteit getest met behulp van een 
Ouchterlony techniek. De homogeniteit van de fracties werd nagegaan met behulp 
van een analytische ultracentrifuge (Beckman model E). 
Het blokkeren van de transterrine-receptor op de celmembraan 
Reticulocyten werden geïncubeerd met anti-B2 en anti-niet-Fe membraan-
fractie lgG. 
In een ander experiment werden de reticulocyten 30 minuten geïncubeerd met 
verschillende concentraties van Fab-fragmenten van het anti-B2 IgG. 
Controle-experimenten werden uitgevoerd met Fab-fragmenten van konijnen-
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IgG gericht tegen ratten-IgG en met Fab-fragmenten van konijnen-IgG tegen de niet-
Fe membraanfractie. 
Met behulp van immunofluorescentiestudies werd nagegaan of de Fab-frag-
menten met de reticulocyten reageerden. Hiertoe werd f!uoresceïneisothiocyanaat 
gekoppeld aan antilichamen tegen Fab-fragmenten van konijnen-IgG volgens een door 
The beschreven procedure (3). 
De incubatie van reticulocyten 
Rattenreticulocyten werden direct of na preïncubatie met de diverse Fab-
fragmenten geïncubeerd met 125! en 59Fe gemerkt transferrille op de in hoofdstuk II 
beschreven wijze. 
Daarnaast werd een experiment uitgevoerd waarbij de incubatietijd niet de ge-
bruikelijke 30 minuten bedroeg maar varieerde tussen de 5 en 60 minuten. 
Resultaten 
Zuivering van het anti-B2 imrnunoglobuline 
Met de Ouchterlony techniek gaf het anti-B2 immunoglobuline vier precipita-
tielijnen te zien, indien het werd getest tegen het antigeen B2 • Dit bevestigt de door 
middel van analytische ultracentrifugatiestudies reeds aangetoonde heterogeniteit 
van B2 (hoofdstuk VI). Eén van deze precipitatielijnen werd veroorzaakt door een 
tegen transferrille gericht antilichaam, dat deel uitmaakt van het anti-B2 immuno-
globuline. · 
Aangezien dit antitransferrille antilichaam van storende invloed zou kunnen 
zijn bij de incubatie tussen de met Fab-fragmenten van anti-B2 gepreïncubeerde 
reticulocyten en transferrille werd met behulp van affmiteitschromatografie (CNBr-
Sepharose-transferrillekolom) dit antitransferrilledeel verwijderd. Bij elutie van de 
anti-B2 immunoglobulinen over een CNBr-geactiveerde Sepharose4B kolom waaraan 
transferrille covalent was gebonden, ontstonden 2 eiwitpieken (fig. I). De als A 
aangeduide piek reageerde niet meer met transferrille in een Ouchterlony techniek en 
representeert de overige anti-B2 antilichamen. De als B aangeduide piek, welke van 
de kolom elueert, nadat de elutiebuffer is verandert (pH 7,2 -+pH 2,8) reageerde 
alleen met transferrille en niet met de andere samenstellende eiwitten van de B2-
component. 
Incubatie van 7'gezuiverd anti-B2 " met een reticulocytensuspensie 
Indien het gezuiverde anti-B2 immunoglobulinen werd geïncubeerd met een 
reticulocyten-rijke celsuspensie resulteerde dit in een agglutinatie van de reticulo-
cyten en erytrocyten van deze celsuspensie. Deze waarneming houdt in dat het anti-
B2 immunoglobuline niet als intact molecuul gebruikt kan worden om de transfer-
rioe-receptor te blokkeren, omdat de veroorzaakte agglutinatie de celsuspensie onge-






Fig. 1 Affmiteitschromatografie met een anti-B2 antilichaam op een CNBr-Scpharosc trans-
ferrinekolom. 
De pijl geeft het moment aan waarop de elutiebuffcr werd veranderd. 
Het anti-B2 immuneglobuline diende dan ook gesplitst te worden in Fab- en 
Fe-fragmenten, waarbij de Fab-fragmenten de componenten van het anti-lichaam 
vormen, welke met het antigeen, in dit geval de B2 membraancomponent, reageren. 
Splitsing van het gezuiverde anti-B2 immunoglobuline in Fab- en Fe-fragmenten 
Het gezuiverde anti-B2 immunoglobuline werd gereduceerd en gesplitst via de 
in dit hoofdstuk beschreven methode. Het elutiediagram op Sephadex G-150 van de, 
na proteolyse van het gereduceerde gammaglobuline door trypsine, verkregen fracties 
is afgebeeld in fig. 2. De verkregen fracties werden geanalyseerd in de analytische 
ultracentrifuge; zij bestonden uit componenten met respectievelijk sedimentatie-
coëfficiënten van 7 S (fractie A), 5,2 S (fractie B) en 3,5 S (fractie C). De 3,5 S 
fractie reageerde in een Ouchterlony immunediffusieplaat met anti-Fab en anti-Fc 
immunoglobulinen. De Fab- en Fe-fragmenten konden op een DEAE-cellulose kolom 
van elkaar gescheiden worden. 
Reticulocyten werden met verschillende concentraties Fab-fragmenten geïncu-
beerd. Na incubatie bleken de cellen onveranderd van vorm en osmotische resistentie 
(Reticulocytenpercentage in dit experiment 58%). Immunofluorescentiestudies 
toonden aan dat de Fab-fragmenten van gezuiverd anti-B2 aan de reticulocyten- en 
erytrocytenmembraan gebonden waren. Identieke resultaten werden verkregen indien 
het hierboven beschreven experiment werd uitgevoerd met anti-niet-Fe immuno-
globulinen. 
De invloed van de preincubatie met Fab-fragmenten op de transterrine-binding en 
ijzeropname door de reticulocyt 
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Fig. 2 Gelfiltratie op Sephadcx GwlSO van het door trypsine gesplitste anti-B2 immunoglobu-
line. 
A -7 S fractie: B- 5,2 S fractie: C- 3,5 S fractie; D -splitsingsprodukten 
Bz, van anti-niet-Fe en van antiratten-1gG in een concentratiebereik van 50 tot 
400 !lg Fab met een interval van 50 JJ.g. Na de preincubatie was geen vrij Fab meer 
aantoonbaar. Vervolgens werd de gepreïncubeerde celsuspensie op de gebruikelijke 
wijze geincubeerd met, met 1251 en 59Fe gemerkt transferrine. Een deel van de 
oorspronkelijke reticulocytensuspensie werd direct met transferrine geïncubeerd 
zonder met Fab-fragmenten gepreincubeerd te zijn. Alle incubaties werden in duplo 
uitgevoerd. 
De transferrinebinding en ijzeropname door de reticulocyt zijn weergegeven in 
fig. 3 en 4. Het is duidelijk dat er een van de concentratie Fab anti-B2 in het pre-
ïncubatiemedium afhankelijke afname van de transferrinebinding en ijzeropname 
plaatsvindt. De afname van de ijzeropname is meer uitgesproken dan de afname van de 
transferrinebinding. 
Fig. 5 en 6 tonen de gemiddelde resultaten van 6 experimenten, waarin reticu-
locyten gepreincubeerd werden met Fab-fragmenten van anti-B2 of met Fab-fragmen-
ten van anti-niet-Fe membraanfragmenten, dit laatste om een eventuele aspecifieke 
afname van de transferrinebinding t.g.v. de preincubatie op zich uit te sluiten. Fab-
fragmenten van anti-niet-Fe membraanfragmenten blijken geen significante afname 
van de transferrinebinding en/ of ijzeropname te bewerkstelligen en de remming door 
Fab-fragmenten van anti-B2 is dan ook specifiek en significant. 
Tenslotte werd nog nagegaan of het ijzeropnameproces, na preincubatie met 
Fab-fragmenten van anti-B2 , op dezelfde wijze verliep als bij normale reticulocyten, 
die direct met transferrine worden geincubeerd. Hïertoe werd de helft van een 
reticulocytensuspensie gepreïncubeerd met 200 JJ.g Fab-fragmenten van anti-B2 • De 
andere helft van de reticulocytensuspensie werd identiek behandeld met betrekking 
tot preincubatietijd en-temperatuur, echter zonder Fab-fragmenten in het medium. 






























De binding van transferrine aan reticulocytcn en de opname van ijzer door reticulow 
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De opname van ijzer in de cytosol van reticulocyten na prcïncubatic met verschillende 
hoeveelheden Fab van anti-Bz. 
ïncubeerd met, met 1251 en 59Fe gemerkt, transferrine. 
De resultaten in fig. 7 en 8 laten zien dat de aard van het proces, waarmee 
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Fig. 5 De procentuele afname van de binding van transferrine aan de reticulocyt na preincu-
batie met Fab-fragmcnten van antilichamen tegen ratten-lgG, tegen rattenserum zonder 
transferrinc en tegen niet-Fe membraaneiwitten (.6.--6--6) en met Fab-fragmentcn van 
anti-B2 (0--<rO). 
spreiding 
niet veranderd is door de preïncubatie met de Fab-fragmenten. Er blijft een snelle 
absorptiefase, een associatiefase en een evenwichtsfase bestaan; de evenwichtsfase is 
echter reeds na 10 minuten bereikt. De resultaten zijn verenigbaar met een afge-
nomen aantal vrije receptoren van transferrine, waardoor de evenwichtsfase eerder 
en op een lager niveau bereikt wordt en dientengèvolge de snelheid, waarmee ijzer 
door de cel opgenomen wordt, afneemt. 
Discussie 
Op grond van het feit dat een van de reticulocyten membraan geïsoleerde com-
ponent, B2 , practisch alle aan de cel gebonden transferrine bevatte, werd aan deze 
component de rol van transferrine-receptor op de reticulocyten membraan toege-
dacht. 
Alvorens echter te concluderen dat de geïsoleerde component B2 een specifiek 
transferrine membraan-receptorcomplex repreSenteert, diende ook de functie van 
deze membraancomponent in het ijzeropnameproces te worden aangetoond. Het feit 
dat een reactie tussen intacte reticulocyten en Fab-fragmenten van de tegen de ge-
ïsoleerde B2 gerichte antilichamen een afname van de transferrinebinding en ijzer-
opname bewerkstelligt, steunt de hypothese dat de B2-component o.a. als transfer-
rioe-receptor op de reticulocyten membraan fungeert. Dit te meer daar de afname 
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De procentuele afname van de ijzeropname door de reticulocyt na preincubatie met 
Fab-fragmcnten van antilichamen tegen ratten-lgG, tegen rattenserum zonder trans-
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De binding van transferrinc aan de reticulocyt in het verloop van de incubatietijd. 
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Fig. 8. De opname van ijzer door de rcticulocyt in het verloop van de incubatietijd . 
............... normale reticulocytcn. 
•~•~• met 200 p.g Fab van anti-B2 gcprc ïncubeerde reticulocyten. 
de concentratie van aan de celsuspensie toegevoegde Fab-fragmenten. 
Bovendien blijkt dat deze Fab-fragmenten van anti-B2 een specifieke afname 
van de transferrinebinding en ijzeropname bewerkstelligen, daar Fab-fragmenten van 
antilichamen gericht tegen andere membraancomponenten dan B2 geen inhibitie 
veroorzaken. Wel dient vermeld te worden dat B2 nog heterogeen van samenstelling is 
en het niet duidelijk is of alle tot B2 behorende componenten deel uitmaken van de 
transferrine-receptor. 
Uit de resultaten van de experimentenmet de wisselendeincubatietijd (fig. 7 en 
8) blijkt dat de aard van het ijzeropnameproces na blokkade van een aantal recepto-
ren gelijk is gebleven. In het reactiepatroon van de transferrine-reticulocyt-interactie 
zijn nog steeds een initiële adsorptiefase, een associatiefase en een evenwichtsfase te 
onderscheiden; de opname van ijzer is na preïncubatie met Fab-fragmenten van anti-
B2 nog steeds lineair in de tijd; de snelheid van het ijzeropnameproces is echter 
duidelijk afgenomen. De evenwichtsfase van de reactie tussen transferrine en reticulo-
cyten wordt na preincubatie met Fab-fragmenten van anti-B2 eerder bereikt hetgeen 
verenigbaar is met een afgenomen aantal vrije bindingsplaatsen. Uit de verminderde 
ijzeropname na blokkade van B2 blijkt dat de reticulocyt bij een afname van een aan-
tal vrije receptoren en gelijk blijven van het intracellulaire cehnetabo!isme, niet in 
staat is om de afname van het aantal vrije receptoren te compenseren door middel 
van een snellere uitwisseling tussen transferrille en reticulocyt. Voor het feit dat geen 
honderd procent remming van het ijzeropnameproces is te bewerkstelligen met de 
anti-B2 antilichamen zijn een aantal verklaringen aan te voeren: 
a) het antilichaam is nog heterogeen van samenstelling en de werkelijk toege-
voegde hoeveelheid antitransferrine-receptor antilichaam kan nog niet bepaald 
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worden. 
b) de Fab-fragmenten van de tegen B2 gerichte antilichamen zijn niet alleen voor 
de reticulocyten beschikbaar, daar de immunefluorescentiestudies aantoonden 
dat ook erytrocyten met deze Fab-fragmenten reageerden. 
Een ander nog niet verklaard fenomeen is de meer uitgesproken afname van de 
ijzeropname door de cel dan de afname van de transferrinebinding. Mede afhankelijk 
van het feit of transferrille bij de afgifte van ijzer wel of niet naar het intracellulaire 
compartiment wordt vervoerd, kan men voor dit fenomeen een aantal verklaringen 
geven. Indien men de hypothese van Morgan aanhangt, waarbij transferrille door de 
cel wordt opgenomen, zou de blokkade van een receptor de pinocytose van aan-
grenzende transferrine~receptoren kunnen belemmeren zonder de reactie tussen trans~ 
ferrille en deze aangrenzende receptor tegen te gaan ( 4 en hoofdstuk I, blz. 00). 
Aan de andere kant zou een blokkade van B2 , mede gezien het heterogene 
karakter van B2 , ook de functie van andere, van B2 deeluitmakende, membraan ei~ 
witten kunnen remmen. Gezien het feit dat de 59 Fe/ 1251 verhouding van B2 groter is 
dan de 59Fe/1251 verhouding van het oorspronkelijke transferrille zouden deze mem-
braaneiwitten als intermediair kunnen fungeren tussen aan transferrille gebonden 
ijzer op de receptorplaats en de intracellulaire ijzercomponenten. 
Deze verklaring gaat uit van de hypothese van Jandl, waarbij ijzer reeds op de 
receptorplaats van transferrille wordt verwijderd (5, hoofdstuk I, blz. 00). Beide 
verklaringen zijn echter speculatief en het fenomeen van de sterkere inhibitie van de 
ijzeropname ten opzichte van de transferrillebinding door antilichamen tegen het 
receptorcomplex B2 dient nog nader onderzocht te worden, voordat men er een goed 
gefundeerd oordeel over kan vellen. 
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Nadere karakterisering van de transferrille-receptor op de reticulocytenmembranen 
van de rat 
Inleiding 
Op grond van de in hoofdstuk VI en VII beschreven resultaten werd geconclu-
deerd dat de receptor voor transferrille op de erytroïde cel waarschijnlijk deel uit-
maakt van een membraaneiwit dat in ieder geval voor een deel aan de plasmazijde van 
de celmembraan gelocaliseerd is. De membraan van de erytroïde cel is voor circa 
52% uit eiwit, voor circa 40% uit lipiden en voor circa 8% uit koolhydraten samen-
gesteld (I). De membraanlipiden worden onderscheiden in fosfolipiden, glycolipiden 
en cholesterol; behalve sfmgomyeline bestaan de fosfolipiden van de celmembraan 
uit fosfoglyceriden {2). De eiwitten van de membraan worden op grond van hun 
kwantiteit onderverdeeld in "major en minor" polypeptiden; deze indeling houdt niet 
in dat de minor polypeptiden ook functioneel minder belangrijk zijn (I). 
Met behulp van polyacrylarnide gel elektroforese met opgeloste erytrocyten-
membranen is vastgesteld dat deze membraan ongeveer 25 polypeptiden bevat, hoewel 
er ook elektroforesemethoden beschreven zijn, waarmee wel 50-200 eiwitbanden te 
detecteren zijn {3, 4). De major polypeptiden worden meestal genummerd, 1 t/m 7, 
naar aanleiding van hun gedrag bij een polyacrylamide gel elektroforese, uitgevoerd 
volgens Fairbanks en Steek (3). De relatieve molecuulmassa's van deze major poly-
peptiden I t/m 7liggen tussen de 29.103 en 240.103 . Polypeptide 3 is kwantitatief 
het belangrijkste membraaneiwit en vertegenwoordigt 25-30% van het in de erytro-
cytenmembraan aanwezige eiwit (I). 
De polypeptide patronen van erytroïde cellen van mens en verschillende dier-
soorten komen bijna geheel met elkaar overeen {4, 5, 6, 7). 
De erytrocytenmembraan bevat tevens een aantal glycoproteïnen; die tesamen 
circa 10% van het totale eiwitgehalte van de membraan vormen {I). Met behulp van 
een extractie van de humane erytrocytenmembraan met een mengsel van chloroform 
en methanol kunnen 3 sialoglycoproteïnen geïsoleerd worden, die op grond van hun 
kwantiteit in de membraan onderverdeeld worden in 1 major en 2 minor sialoglyco-
proteïnen. Het major glycoproteïne is bekend onder de naam glycophorine (8, 9, 
1 0). Hoewel de glycoproteïnepatronen van erytroïde cellen van mens en verschillen-
de diersoorten duidelijke verschillen tonen, bestaat er functioneel wel een grote 
uniformiteit (7, 8). De glycoproteïnen bevatten o.a. A-, B- en MN-bloedgroepanti-
geen, alsmede verscheidene receptorplaatsen (o.a. voor het influenzavirus en voor de 
phytohemagglutininen) {11, 12). 
Met behulp van cytochemisch en elektronenmicroscopisch onderzoek van 
intacte erytrocyten, alsmede van, uit erytrocytenmembranen bereide, "unsealed 
ghosts, resealed ghosts, rightMside out vesicles en inside-out vesîclesH, is vastgesteld 
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dat er een asymmetrie van de eiwitverdeling tussen de plasmaw en cytoplasmazijde van 
de membraan bestaat (1, 13, 14, 15, 16, 17, 18). Van de majorpolypeptidenlijken 
I, 2, 4, 5, 6 en 7 uitsluitend aan de cytoplasmazijde van de membraan voor te ko-
men, terwijl een aantal van de sialoglycoproteïnen waarschijnlijk alleen aan de 
plasmazijde van de membraan voorkomen. Polypeptide 3 en glycophorine door-
klieven waarschijnlijk de gehele membraan, zodat een bepaald deel van deze eiwitten, 
de koolhydraatgroep, aan de plasmazij de gelocaliseerd is, terwijl een ander deel van 
hetzelfde eiwit aan de cytoplasmazijde van de membraan voorkomt. 
Op grond van hun binding met de membraan worden de eiwitten tenslotte nog 
verdeeld in perifere en intrinsieke membraaneiwitten. Deze onderverdeling berust op 
het "fluid mosaic model" van Singer en Nicholson, waarbij de basale matrix van de 
membraan wordt gevormd door een visceuze, maar "fluid lipidenbilayer" (19). De 
perifere membraaneiwitten bevinden zich aan de rand van deze dubbellaag, terwijl 
de intrinsieke eiwitten met hun hydrofobe deel reageren met de vetzuurketens van 
de lipidendubbellaag. 
In dit hoofdstuk wordt getracht om het geïsoleerde transferrille-receptorcom-
plex nader te karakteriseren en wordt tevens nagegaan of deze transferrine-receptor 
deel uitmaakt van, of een nauwe relatie vertoont met, één van de bekende polypep-
tiden of sialoglycoproteïnen. 
Materiaal en Methoden 
a) Erytrocyten en reticulocyten werden verkregen uit mannelijke Wistar ratten 
op de in hoofdstuk I! beschreven wijze. 
b) Met 59Fe- en 1251-gemerkt rattentransferrille werd bereid via de in hoofdstuk 
I! beschreven methode. 
c) De incubatie van rattenreticulocyten met transferrine en de bereiding van een 
ghostsuspensie uit de reticulocytensuspensie vond plaats op de in hoofdstuk I! 
beschreven wijze. 
d) Zuivering van transferrine~receptor uit B2.-component 
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I. Verwijdering van Triton X-1 00 uit de Ez-component 
Voor het verwijderen van Triton X-100 uit de E2-component werd een 
door Holloway beschreven methode, voor het verwijderen van Triton 
X-100 uit eiwitoplossingen, gebruikt (31). Aan een oplossing met de te 
zuiveren E2-component werd natriumdodecylsulfaat (SDS) toegevoegd tot 
een uiteindelijke concentratie van 0,1%. Vervolgens werd de oplossing 
geëlueerd over een BioBeads SM-2 kolom, welke geëquilibreerd was met 
0,0 I M Tris 0,001 M EDT A buffer (pH 8 ,0) welke SDS bevatte in een con-
centratie van 100 mg/100 mi. 
2. Polyacrylamide gel elektroforese van de Ez-component 
Met de geïsoleerde Ez-component werd na verwijdering van Triton X-100 
een polyacrylamïde gel elektroforese uitgevoerd (zie e). 
3. Isolatie van de transterrine-receptor uit de Bz·component 
Met een Ouchterlony diffusie methode werd nagegaan welke verdunning 
van de uit 15 experimenten (109 reticulocyten) verzamelde Ez-componen-
ten het beste met een tegen transferrille gericht antilichaam reageerde. 
De Ez-COmponent werd vervolgens gedurende 60 minuten bij 37°C geïn-
cubeerd met antitransferrine. Het gevormde precipitaat werd gesedimen-
teerd door het incubatiemengsel gedurende 5 minuten te centrifugeren bij 
800 g. Het precipitaat werd onderworpen aan een SDS-polyacrylamide gel 
elektroforese. Het supernatant werd gedurende 60 minuten bij 37°C 
geïncubeerd met antilichamen tegen Bz gericht. Het verkregen precipitaat 
werd weer gesedimenteerd en onderworpen aan een SDS-polyacrylamide 
gel elektroforese. 
e) Polyacrylilmide gel elektroforese in SDS 
De elektroforese van de verschillende fracties op polyacrylamide gels werd ver-
richt volgens een door Fairbanks et al. beschreven methode (3), die iets veran-
derd werd. Hierbij wordt gebruik gemaakt van 5,97'<>-ige polyacrylamide gels 
bereid met SDS. De lengte van de gels bedraagt 10 cm; de elektroforese wordt 
uitgevoerd bij 7,8 V/cm gellengte en 8 mA/gel. De duur van de elektroforese 
is circa 60 minuten. Voor elektroforese werden de te onderzoeken monsters 
gedurende 3 minuten bij 100°C geïncubeerd in een gelijk volume van een 
oplossing van 100 ml welke 2 gram SDS, 10 gram sucrose, 0,24 gram Tris-HCl 
(pH 8). 0.074 gram EDTA en 0,62 gram DTT bevat. De gels werden op eiwit 
gekleurd met Coomassie Brilliant Blue-G250. De gels werden op koolhydraten 
gekleurd met een door Fairbanksen Steek gemodificeerde PAS-kleuring (3). 
In een aantal gevallen werden de gekleurde gels doorgemeten met een tot 
densitometer omgebouwde Zeiss PQM3 spectrofotometer (À= 540 mm). 
f) Fractionering van de membraaneiwitten met een door Rosenberg en Guidotti 
beschreven methode (zie ook schema I} (20, 21} 
De beschreven methode werd op verschillende punten gewijzigd en aangepast 
aan de betrekkelijk geringe hoeveelheid uitgangsmateriaal. Van een 20-25 rnl 
packed reticulocytensuspensie, welke was geïncubeerd met 1251-transferrine 
werd volgens de reeds beschreven methode van Dodge een ghostsuspensie be-
reid. De ghostsuspensie werd gesuspendeerd in 30 rnl 15 millosmolair natrium-
fosfaatbuffer, pH 7 ,6; de suspensie werd vervolgens 20 uur bij 4°C gedialyseerd 
tegen 300 rnl IS miliosmolair natriumfosfaatbuffer, welke I milirnolair 
EDTA/1 en 50 milirnolair fl-mercaptoethanol/1 bevatte. Na dialyse werd de 
suspensie I uur bij 20.000 g gecentrifugeerd, waarbij supernatant I en pellet 
I ontstonden (zie schema I). Pellet I werd geresuspendeerd in I 00 rnl van een 
0,8 molair NaCl-oplossing. De verkregen suspensie werd gedurende 12 uur bij 
4°C bewaard, onder voortdurend roeren. Vervolgens werd de suspensie I uur 
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bij 13.000 g gecentrifugeerd, waarbij supernatant U en pellet U ontstonden. 
Pellet U werd vervolgens bij -I 0° C driemaal geëxtraheerd met een ethanol/ 
ether mengsel (verhouding 3:1). Elke extractie duurde 2 uur waarna een residu 
werd verkregen door de suspensie gedurende 30 minuten bij 13.000 g te cen-
trifugeren. Na drie maal extraheren werd het uiteindelijke residu (= Pellet III) 
verkregen door flltratie over Whatman No. 52 flltreerpapier. 
Pellet III werd in Whatman No. 52 flitroerpapier verpakt en gedurende 24 uur 
iedere 5-10 minuten met ether geëxtraheerd in een gewijzigd Soxhlet apparaat, 
waardoor de temperatuur van pellet III tijdens deze extractie op ongeveer 
0°C werd gehouden. 
Na de etherextractie werd het residu (= Pellet IV) in een exsiccator gedroogd 
en opgelost met 3%-ïge SDS waarbij de uiteindelijke eiwitconcentratie 10 mg/ 
mi bedroeg. Het voor de extractie gebruikte ethanol/ether mengsel, alsmede de 
gebruikte ether werden samengevoegd en vormden Supernatant III. 
Van de verkregen pellets en supernatanten werden de 125 I-activiteit, de hoe-
veelheid eiwit, koolhydraten en vetten bepaald (22 t/m 27). De opgeloste pellet 
IV werd gegelflltreerd over Sephadex-Gl50; de hierbij verkregen void volume 
fracties werden vervolgens over Sephadex-6B gechromatografeerd. 
In een later stadium werd de ethanol/ether en etherextractie vervangen door 
een butanolextractie (28, 29). Dit had geen invloed op de resultaten. 
g) Isolatie van glycoprotefnen 
Voor de isolatie van de sialoglycoproteïnen uit de reticulocytenmembraan 
werd gebruik gemaakt van een extractiemethode met organische oplosmiddelen 
(9, I 0). Bij deze methode werd één volumedeel van een membraansuspensie 
geëxtraheerd met negen volumedelen van een mengsel bestaande uit chloro-
form en methanol (2:1). Na de extractie werd het mengsel gedurende 10 minu-
ten gecentrifugeerd bij !500 rpm en 20°C. Hierbij ontstonden een waterige, 
een tussen- en een organische fase, welke apart werden verzameld, waarna in 
elke fase de 59Fe- en 125I-activiteit werd bepaald. 
De waterige fase werd geconcentreerd ven vervolgens gedurende 60 minuten bij 
100.000 g en 4°C gecentrifugeerd. De supernatant, die de major glycoproteï-
nen bevat, werd aan een SDS-polyacrylarnide gel elektroforese onderworpen. 
De gels werden gekleurd met een Coomassie brilliant Blue-G250 en een PAS-
kleuring. 
De tussenfase werd gedurende een nacht in een exsiccator gedroogd en verval~ 
gens opgelost in een 3%-ige SDS-oplossing, waarin de uiteindelijke eiwitconcen· 
tratie ± I 0 mg/ml bedroeg. De opgeloste tussenfase werd vervolgens gegelfll-
treerd over Sephadex G-1 50; de hierbij verkregen void volume fracties werden 
gechromatografeerd over Sepharose-6B. 
h) Isolatie polypeptide 3 uit ghostsuspensie (zie schema I1 blz. 86). 
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Voor de isolatie van polypeptide 3 uit een reticulocyten ghostsuspensie werd 
gebruik gemaakt van een door Kahlenberg beschreven methode (30); deze 
Schemw I. De fr<Jctioncring vwn membraaneiwitten volgens Rosenberg en Guidotti 
12 ~1-trwnsferrine-ghosts 
dialyse tegen 15 r,llliosmol<Jir n<Jtriumfosfawtbuffcr pH 7,6 
met EDTA en S-merc<lptoeth.Jnol (20 '.lur) 
20.000 g 
Supernatant I Pell ct I 
0,8 molair N.:~Cl (12 uur) 
13.000 9 




Pc 11 ct I I I ~ othoool/othec 
ether:------ - - -- -~ cthercxtr.Jctie 
(2.4 uur) 
Pellet IV + 3% S.D. 
I 
Gelfiltratie 
methode werd aangepast aan onze geringe hoeveelheid uitgangsmateriaaL 
Een ghostsuspensie welke± IS mg eiwit bevatte, werd gesuspendeerd in de 16 
mi gedestilleerd water van 22°C. Onder voortdurend roeren werd 32 mg 
dimethylmaleïnezuur (DMMA) aan de suspensie toegevoegd, waarbij de pH op 
7,S werd gehouden onder toevoegen van NaOH (I molair oplossing). 
Nadat de pH verder stabiel bleef, werd de suspensie gecentrifugeerd bij 27.000 
g. De verkregen pellet werd tweemaal gewassen met 32 mi van een 7 ,S mM 
natriumfosfaatbuffer (pH 7 ,S) en vervolgens gesuspendeerd in 3 ,S mi van de· 
zelfde buffer. Van deze suspensie werd 3 mi geëxtraheerd met IS mi van een 
S6 mM natriumboraatbuffer (pH 8,0), welke O,S g Triton X-100 per 100 mi 
bevatte. Deze extractie werd uitgevoerd bij 4°C gedurende 20 minuten, waarna 
de suspensie 60 minuten bij 124.000 g werd gecentrifugeerd. Het verkregen 
supernatant(=' Triton X-100 extract) werd gedurende I nacht bij 4°C gedialy-
8S 
Schema I I. 
Ghostsuspens ·~e 
IHI - cpm 100% 
Pellet 27.000 9 {bevat polypeptide lil) 
lHI t.o.v. totale 9host: 69% 
Supernat<lnt 27.000 9 
as I t.o.v. tot.:~ Je 9host: 31% 
Pellet 27.000 g na 2 x wassen (bev.:.t polypeptide lil) 
1251 t.o.v. totale ghost: .67% 
Extr.:~ctie met Triton X-100 
Pellet 124.000 g Supernat.:.nt 124.000 g (bevat polypeptide I I I) 
IZSI t.o.v. tot<lle ghost: G2% 125 1 t.o.v. totale ghost: 5% 
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chromatografie over geacti-
veerd thiol Sepharosc-46 
Piek I Piek 11 (bevat polypeptide 3) 
1251 t.o.v. totale <;host: 5-o.% lZSJ t.o.v. tot;::ale ghost: 0% 
seerd tegen de buffer, welke in de hierop volgende chromatografiestap als 
kolombuffer werd gebruikt en bestond uit 0,3 M NaCI, I mM EDTA en 0,5% 
Triton X-1 00 in o,l M Tris-HCl, pH 7,2. 
Het gedialyseerde Triton X-100 extract werd vervolgens op een geactiveerde 
thiol Sepharose4B kolom gebracht. De elutiesne!heid bedroeg 2,5 mi/uur. 
(Geactiveerde thiol Sepharose4B werd verkregen van Pharmacia Fine Chemi-
cals). De kolom werd daarna geëlueerd met 20 mi van de boven beschreven 
kolombuffer en vervolgens met 30 mi kolombuffer, die tevens 50 mM L-
cysteine bevatte. De bij deze procedure verkregen fracties werden geanalyseerd 
op polypeptidesamenstelling met behulp van SDS-polyacrylamide gel elektro-
forese en op 125I-activiteit (= transferrille). 
Resultaten 
1) Bepaling van de relatieve molecuulmassa van de transterrine-receptor met be-
hulp van polyacrylamide gel elektroforese 
In hoofdstuk V werd reeds waarschijnlijk gemaakt dat de transferrille-receptor 
deel uitmaakt van de B2-component. Aangezien bekend is dat het verwijderen 
van Triton X-100 uit eiwitoplossingen, bereid voor polyacrylamide gel elektro-
forese, resulteert in meer geprofileerde elektroforesepatronen, werd de Triton 
X-100 uit de van de Sepharose-6B verkregen B2-component verwijderd (7). 
Na een SDS-polyacrylamide gel elektroforese met een van Triton X-100 gezui-
verde B2 component werden zowel met een Coomassie brilliant Blue-G250 
kleuring als met een PAS-kleuring geen eiwitbanden waargenomen. Met auto-
radiografie werd op de plaats waar een transferrillestandaard zich in de gel 
bevindt wel een zwarting waargenomen. De meest voor de hand liggende ver-
klaring voor het verkregen resultaat is, dat de eiwitconcentratie van een uit één 
experiment verkregen B2-component (5.107 reticulocyten) zo laag is, dat met 
een eiwitkleuring niets te zien valt. 
Gelet op deze feiten werden de B2-componenten uit I 5 incubatie-experimen-
ten {I 09 reticulocyten) samengevoegd en geconcentreerd. Controle-experimen-
ten hebben aangetoond dat het oplossen van een met 125I-transferrille ge-
merkte reticulocyten ghostsuspensie in oplossingen met een Triton X-100 
concentratie van meer dsn 15% resulteerde in een afsplitsen van 1251-transfer-
rine van de receptor. Aangezien door het concentreren van de verzamelde 
B2-componenten de Triton X-1 00 concentratie in de oplossing was toegenomen 
tot 23% viel te verwachten dat ook in deze oplossing van de B2 -component 
transferrille van de receptor was afgesplitst. Dit vrije transferrille werd uit de 
B2-component verwijderd door precipitatie met antitransferrine. 
Met het verkregen precipitaat werd een polyacrylamide gel elektroforese ver-
richt, hetgeen resulteerde in drie eiwitbanden, die transferrille en de zware en 
lichte ketens van het gereduceerde antitransferrille representeerden. Uit gel 
elektroforesen met het niet gereduceerde precipitaat bleek dat het met anti-
transferrille geprecipiteerde complex een relatieve molecuulmassa had van circa 
225.000 en dus uitsluitend uit transferrille-antitransferrille bestond. 
Het, na de reactie met antitransferrine, verkregen supernatant van B2 reageerde 
nog wel met anti~B2 , maar niet meer met antitransferrine in een Ouchterlony 
diffusietechniek. De van transferrille gezuiverde B2-component werd geïncu-
beerd met anti-B2 • Het hierbij verkregen precipitaat werd een aantal malen 
gewassen en vervolgens op een polyacrylamide gel geëlektroforeerd. Het 
resultaat van de Coomassie brilliant Blue-G250 kleuring van de gels is weerge-






Fig. 1 Polyaerylamide gel elektroforese van de geïsoleerde Ez-component. 
links - gel met standaardeiwitten - a. fosforylasc a Mr 100.000: b. transierrine Mr 
81.000: c. albumine Mr 68.000: d. adolase (subunît) Mr 40.000. 
rechts- gel met geïsoleerde B2-anti-B2-complex- a. mogelijk receptoreiwit Mr 80.103: 
b. mogelijk receptoreiwit Mr 70.10": c. zware ketens anti~B2 : d.lichte ketens anti-B2. 
de celmembraan van de rattenreticulocyt gelegen is op een eiwit met een rela-
tieve molecuulmassa van 80.103 of op een eiwit met een relatieve molecuul-
massa van 70.103• Beide banden kleurden niet met de PAS-procedure. 
2) Nadere localisatie van het transfen-ine-receptor eiwit in de membraan 
Ten einde na te gaan of het receptoreiv.rit deel uitmaakt van major of minor 
polypeptide in de celmembraan of tot een van de sialoglycoproteïnen behoort. 
werden de membraaneiwitten selectief opgelost. Tevens werd hierbij bepaald, 
of het receptoreiwit tot de perifere dan wel tot de intrinsieke membraan-
eiwitten gerekend moest worden. 
2a) Fractionering van de membraaneiwitten m.b.v. een gemodificeerde Rosenberg 
& Guidotti methode 
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De gevolgde fractioneringsmethode resulteerde in een uiteindelijke pellet 
(~ IV schema I, onder methoden), die de meeste glycoproteïnen, de major 
polypeptiden, 3, 4.2, 7 een gedeelte van de major polypeptiden I en 2 en een 
groot deel van de intrinsieke minor polypeptiden bevat. Uit tabel I blijkt dat 
de resultaten verkregen met de rattenreticulocytensuspensie in grote lijnen 
overeenkwamen met de uit de literatuur bekende gegevens voor humane erytro-
cyten, hoewel enige kleine verschillen waarneembaar waren. 
Bij de eerste fractioneringsstap, de dialyse tegen il-mercaptoethanol en EDTA, 
Tabel I. - Procentuele samenstelling van verschillende ghostsuspensies 
Rattenreticulocyten Humane Pellet IV Pellet IV 
ghost erytrocyten rat humaan 
(±S.D.) ghost (± S.D.) (± S.D.) (± S.D.) 
Eiwit 49 ±4 49 ±2 90 ±3 91 ±3 
Lipiden 42 ±4 43 ± 1 3±1 2±1 
Fosfolipiden 30±3 32 ± 1 3±1 2±1 
Cholestorol 12 ± 1 11 
Koolhydraten 9 ± 1 8 ± 1 7±2 7±2 
±S.D. = ±standaarddeviatie 
Tabel Il. - De vcrwijdering van eiwitten en lipiden in de vcrschillende fractioneringsstappcn 
(in procenten van oorspronkelijke hocvcellicid) 











20 ± 4 
35 ± 11 
2 ± 1 
± S.D. = ± standaarddeviatie 
cry humaan 
(± S.D.) 
11 ± 4 
41 ± 14 
1 ± 1 
Procentuele hoeveelheid lipiden 
rcti rat cry humaan 
(±S.D.) (±S.D.) 
92 ±3 95 ± 2 
werd uit de rattenreticulocytensuspensie procentueel meer eiwit geïsoleerd dan 
uit een humane erytrocytensuspensie (tabel 11). 
Bij de tweede fractioneringsstap, het suspenderen in NaCl, is dit net andersom 
(tabel 11). De totale hoeveelheid eiwit, die met beide fractioneringsstappen 
werd verwijderd, was voor de humane reticulocytensuspensie en de ratten~ 
reticulocytensuspensie ongeveer gelijk. 
Tabel III geeft de invloed van de verschille.nde fractioneringsstappen op de 
"'I-activiteit (= hoeveelheid transferrine) van de oorspronkelijke ghostsuspensie 
weer. Meer dan 80% van het oorspronkelijk aan de gehele celmembraan gebon-
den transferrine is nog na fractionering in de resterende membraansuspensie 
aanwezig. Op grond van dit resultaat kan geconcludeerd worden dat de mem-
braanreceptor voor transferrine zich waarschijnlijk bevindt op één van de 
eiwitten die nog in pellet IV aanwezig zijn. 
GelfJ!tratie van de in SDS opgeloste pellet IV over Sepharose G-150 resulteerde 
in een elutiediagram zoals weergegeven in fig. 2. De in pellet IV aanwezige 
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Tabel UI. - Verdeling van de 125I~activitcit in de bij de fractioneringsprocedure 
vcrkregen pellets en supcmantcn. 
Procentuele Procentuele Proeen tuclc Procentuele 
125Iwactîviteit 12~wactivitcit 1251-activiteit 125Jwactiviteit 
t.o.v. uitgangs- t.o.v. Pellet I t.o.v. pellet 11 t.o.v. pellet III 
suspensie(± S.D.) (±S.D.) (± S.D.) (± S.D.) 
Pellet I 89 ± 7 
Supernatant I !I ±6 
Pellet 11 89 ±4 
Supernatant U ll ±4 
Pellet lU 97 ±I 
Supernatant lil 3 ±! 
Pellet IV 99 
±S.D. = standaarddeviatie 
1251-transferrille bevindt zich in een fractie die vlak achter de void volume 
fractie van de Sepharose G-150 kolom elueert. Door pellet IV in SDS op te 
lossen, blijkt een gedeelte van het transferrille van de receptor af te splitsen. 
Herchromatografie van de void volume fracties over Sephadex G-150 resul-
teerde in een fractie waarin zich geen vrij transferrine meer bevond. Deze 
fractie werd geconcentreerd en daarna gechromatografeerd over Sepharose-6B, 
hetgeen resulteerde in het in fig. 3a weergegeven studiediagrarn_ 
De fracties 18 t/m 26 uit fig_ 3b werden, na verzameld en geconcentreerd te 
zijn, gefiltreerd over Sephadex G-150, waarbij de eiwitfractie en 125 1-activi-
teitsfractie weer vlak achter de void volume fracties van de kolom elueerden 
(fig_ 3c)- Het tegen de receptorfractie B2 gerichte antilichaam (anti-B2), waaruit 
het antitransferrinedeel was verwijderd (zie hoofdstuk VII, methoden) reageer-
de het sterkst met component 11 uit fig_ 3. Mede gezien de verdeling van 
1251-transferrille in het elutiediagrarn (fig_ 3a) concludeerden wij dat de trans-
ferrille-receptor zich in de fracties, die component 11 vormen, bevindt. 
1251 cp 
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Fig. 2 Gelfiltratic van opgeloste pellet IV op Sephadex G-150. 
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a. Chromatografie van de void volume fracties van Sephadex G~150 op Scpharase 6B. 
b. Hcrchrom:J.tograiïe van de fracties 15 t/m 26 uit fig. 3a op Sepharosc 6B.~ 
c. Gelflltratie van de fracties 18 t/m 26 uit tig. 3b op Sephadcx G~150.~ 
-
c d e 
Polyacrylamide gel elektroforese van de vcrschillende bij chromatografie vcrkregen 
fracties. 
a) gehele ghostsuspensic; 
b) void volume fracties Scphadex G~lSO: (fig. 2) 
e) void volume fracties Scpharase 6B (I fig. 3a) 
d) receptorfracties Sepharose 6B (11 tig. 3a) 
c) transfcrrinc. 
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In fig. 4 zijn de resultaten van de polyacryiamide gel elektroforeses met de 
verschillende bij chromatografie over Sephadex G-150 en Sepharose-6B ver-
kregen fracties, weergegeven. Fig. 4d vertoont de resultaten van de polyacryl-
arnide gel elektroforese met de transferrine-receptorfractie (II-piek, fig. 3). 
Evenals bij de uit één experiment bereide B2-component (paragraaf I) blijkt 
ook bij de nu beschreven isolatieprocedure van het transferrine-receptorcom-
plex dat de concentratie van transferrine en het receptoreiwit uit één experiw 
ment te laag is om deze eiwitten op de gel zichtbaar te maken. Wel worden 
twee andere eiwitten zichtbaar die met het receptoreiwit worden meegeïsow 
leerd en op grond van de Rf-waarden polypeptide 3 (M = 95 .000) en het hier-
mee verbonden polypeptide 4.2 representeren. 
Concluderend kunnen wij op grond van bovenstaande experimenten stellen dat 
de transferrine-receptor op de rattenreticulocytenmembraan deel uitmaakt van, 
óf de intrinsieke minor polypeptiden, óf de glycoproteïnen, terwijl ook de 
mogelijkheid dat het major polypeptide 3 een rol speelt bij de transferrine-
receptor niet volledig is uitgesloten. 
2b. Isolatie glycoproteïnen 
De resultaten in figuur 5 laten zien dat met de gevolgde methode drie uit de 
literatuur bekende sialoglycoproteïnebanden uit de humane reticulocytenmem-
braan geïsoleerd kunnen worden. Met reticulocyten-rijk rattenbloed werd een 
iets ander resultaat verkregen: de polyacrylarnide gel elektroforese verricht op 
de geconcentreerde waterige fase, die werd verkregen na de chloroform/ 
methanol extractie van de membraansuspensie, liet twee PAS-positieve eiwit-
banden zien (fig. Sb). 
a b 
Fig. 5 Polyacrylamidc gel elektroforese van de ;eïsolccrdc sialoglycoproteïnen. 
a) humane erytrocyten: 
b) ratten rcticulocyten. 
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De plasmamembraan van rattenreticulocyt/erytrocyt bevat waarschijnlijk twee 
in plaats van drie met chloroform/methanol te extraheren sialoglycoproteïnen. 
De verdeling van 125!-transferrine over de waterige, de tussen- en de organische 
fasen na de chloroform/methanol extractie van een met 125! -transferrine ge-
merkte ghostsuspensie is weergegeven in tabel IV. Uit de resultaten blijkt dat 
het meeste van de aan de membraan gebonden transferrine zich in de tussen-
fase bevindt. 
Tabel IV. - De verdeling van de 1251-activiteit over de waterige, tussen- en organische fasen na 










De geiintratie van deze in SDS opgeloste tussenfase over Sephadex G-150 
resulteerde in een elutiepatroon, zoals weergegeven in figuur 6. Een groot deel 
van het in de tussenfase aanwezige transferrine elueerde als complex vlak na het 
void volume van de Sephadex G-!50 kolom, hetgeen aantoont dat 125!-trans-
ferrine aan de membraan gebonden blijft tijdens de isolatie van de glycopro-
teïnen. Evenals bij het experiment uit paragraaf 2a bleek een deel van het 
transferrine tijdens het oplossen van de tussenfase zich in SDS van de receptor 
af te splitsen en als vrij transferrine van de kolom te elueren. Na herchromato-
grafie van de void volume fracties op Sephadex G-150 werd een zuivere fractie 
verkregen, waarin zich geen vrij transferrine meer bevond. Deze fractie werd 
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Fig. 6 Gelfiltratic van de opgeloste tussenfase (zie tabel IV) op Scphadex GM150. 
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Fig. 7 Chromatografie van de void volume fracties van Sephadcx G-150 op Scpharase 6B.~ 
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weergegeven elutiediagram. Indien de fracties, die component I! (fig. 7), vor-
men opnieuw over Sephadex G-150 werden gechromatografeerd, elueerde meer 
dan 80% van het 125!-transferrille weer vlak na het void volume van de kolom. 
Het tegen de receptorfractie B2 gerichte antilichaam (anti-B2), waaruit het anti-
transferrillemateriaal was verwijderd (zie hoofdstuk VII), reageerde het sterkst 
met component II uit figuur 7. Mede gezien de verdeling van 1251-transferrine 
in het elutiediagram (fig. 7) werd geconcludeerd dat de transferrine-receptor 
zich in de fracties, die component U vormen, bevindt. 
Met de verschillende, bij chromatografie over Sephadex G-150 en Sepharose-
6B, verkregen fracties werden polyacrylamide gel elektroforese verricht, waar-
bij evenals in paragraaf 2a bleek dat uitgaande van een incubatie--experiment 
met circa 5.107 reticulocyten geen eiwitten met een molecuuhnassa van 70.103 
of 80.103 zichtbaar zijn, terwijl de kleuring op eiwit ook geen transferrilleband 
Iaat zien. Dit bevestigt het in de paragrafen I en 2a geconstateerde feit dat de 
concentraties van de transferrine en het receptoreiwit geïsoleerd uit één experi-
ment (I-5.107 reticulocyten) te laag zijn om deze eiwitten op de gel zichtbaar 
te maken. Wel bleken polypeptide 3 en 4.2 weer met de receptor mee te 
worden geïsoleerd. 
Concluderend kunnen wij op grond van deze experimenten en de experimenten 
uit paragraaf I, 2a en 2b stellen dat de transferrille-receptor op de ratten-
reticulocytenmembraan zeer waarschijnlijk gevormd wordt door een intrinsiek 
minor polypeptide. Mede gezien de resultaten van de polyacrylamide gel elek-
troforeses kan echter ook na deze experimenten nog niet met zekerheid 
worden uitgesloten dat major polypeptide 3 een rol speelt bij de vorming van 
de transferrille-receptor. 
2c) Isolatie van polypeptide 3 uit een met 125 1-transferrine gemerkte ghostsuspensie 
Het is bekend dat de major membraan polypeptiden 4.2 en 6 in de cehnem-
braan verbonden zijn met polypeptide 3 en onder bepaalde omstandigheden 
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met polypeptide 3 worden meegeïso!eerd. Gezien de resultaten van paragraaf 
2a en 2b zou ook de transferrille-receptor met polypeptide 3 verbonden 
kunnen zijn. Om deze mogelijkbeid te onderzoeken werd polypeptide 3 in zui-
vere vorm geïsoleerd, gebruik makend van de perturborende stof, DMMA. 
2,2 4.1 
1 2 2.1 3 4,2 4.5 s 6 7 
af$tal'ld ta.,gs de gel (cm) 
Fig. 8 Scandiagram van polyacrylamide gels gcClektroforeerd met de verschillende, bij de iso· 
la tic van polypeptide 3 vcrkregen fracties. 
a) gehele ghostsuspcnsic; 
b) 27.000 g pellet: 
c) 27.000 g supernatant; 
d) 124.000 g supernatant; 
c) 2c eluaat van thiol Sepharosc kolom (piek II. schema II. blz. 86). 
Fig. Sa toont een densitometrische opname (scandiagram) van SDS polyacryl-
amide gel elektroforese van een gehele reticulocyten ghostsuspensie, waarbij de 
nummering volgens Fairbanksen Steek is gehanteerd. 
Fig. Sb en Sc vertoont een dergelijk diagram van de pellet en het supernatant 
verkregen na de DMMA stap (zie Methoden en schema U). Bij de DMMA stap 
blijkt het merendeel van de polypeptiden uit de membraan verwijderd te wor-
den met inbegrip van die polypeptiden welke aan polypeptide 3 gebonden zijn. 
Slechts een gering deel van de banden I, 2, 4.5 en 7 blijven naast practisch de 
gehele band 3 in de pellet aanwezig. Dit resultaat verschilt enigszins van de 
experimenten met humane erytrocyten, waarbij de banden 1, 2, 4.5 en 7 in een 
hogere concentratie in de pellet achterblijven (30). 
De extractie van de met DMMA behandelde pellet met 0,5%-ige Triton X-100 
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resulteerde in een extract dat van de major polypeptiden bijna uitsluitend 
polypeptide 3 bevat (fig. Sd). Dit extract werd geëlueerd over een geactiveerde 
thiol Sepharose4B kolom, hetgeen resulteerde in een scheiding tussen polypep· 
tide 3 en de overige nog aanwezige membraaneiwitten. In de eerste piek elueren 
de eiwitten van de kolom die geen thiolgroepen bevatten. 
Een SDS polyacrylamide gel elektroforese van de 2e piek liet met een Coomas-
sie brilliant Blue-G250 kleuring slechts 1 eiwitband zien, polypeptide 3 (fig. 
Se). Indien de 2e piek na elutie van de kolom één nacht bij 4°C bewaard werd, 
bleek er een aggregatie van polypeptide 3 op te treden; dit fenomeen werd ook 
door Yu en Steek waargenomen (32). 
De verdeling van de 1251-activi.teit over de verschillende fracties die, bij de isolatie 
van polypeptide 3 uit een met 1251-transferrine geïncubeerde reticulocytensus-
pensie worden verkregen, is weergegeven in schema 11. Uit de resultaten in dit 
schema blijkt dat de behandeling van de ghostsuspensie met DMMA circa 31% 
van 1251 van ghostsuspensie afsplitst en aanwezig is in de 27.000 g supernatant. 
Incubatie van een deel van de supernatant met antitransferrine resulteerde in 
een precipitatie van 98% van de aanwezige 125 1-activiteit, hetgeen erop wijst 
dat DMMA 1251 niet van transferrine heeft afgesplitst (zie blz. 86). 
Chromatografie van een ander deel van de 27.000 g supernatant over Sephadex 
G-150 resulteerde in een elutie van 93% van de 1251-activiteit op de transferrine-
plaats in het elutievolume, hetgeen inhoudt dat DMMA zuiver transferrine van 
de ghostsuspensie verwijdert. Uit het schema blijkt verder dat de na de DMMA 
behandeling verkregen 27.000 g pellet, die polypeptide 3 bevat, bij verdere 
zuiveringsstappen bijna geen 1251-activiteit meer verliest. Tevens blijkt dat 
zuiver polypeptide 3 geen 1251-transferrine bevat; meer dan 95% van de op de 
thiol Sepharose4B kolom gebrachte 1251-activiteit elueerde met eiwitten, die 
geen reactie met de geactiveerde thiol Sepharose aangingen, van de kolom. Bij 
chromatografie van deze eiwitten (piek I uit schema 11) over Sephadex G-150 
elueerde meer dan 80% van de 1251-transferrine direct na het void volume van 
de kolom, hetgeen inhoudt dat dit transferrine gebonden was aan een ander 
eiwit. 
Discussie 
In dit hoofdstuk is getracht de transferrine-receptor op de rattenreticulocyten-
membraan nader te karakteriseren en te localiseren. Aangezien in hoofdstuk VII was 
aangetoond dat een van de reticulocytenmembranen geïsoleerd transferriTie-eiwit 
complex, B2 , functioneel van belang was bij de binding van transferrine aan en de 
opname van ijzer in de reticulocyt, werd getracht de receptor nader te karakteriseren, 
o.a. de molecuuhnassa vast te stellen met behulp van polyacrylarnide gel elektro-
forese. Dit resulteerde in twee eiwitten met een relatieve molecuuhnassa van 70.103 
en 80.103 , waarvan er één als transferrine~receptor fungeert. 
Op grond van de resultaten van de immunefluorescentie studies aan reticule~ 
cyten werd in hoofdstuk VI geconcludeerd dat de receptor voor transferrine waar-
schijnlijk aan de buitenzijde van de plasmamembraan gelocaliseerd is. Met behulp van 
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het selectief oplossen van de membraaneiwitten werd getracht het aan de buitenzijde 
van de membraan gelegen eiwit nader te localiseren. 
Door membranen in een milieu met geringe ionsterkte te brengen, waarin zich 
tevens jl-mercaptoethanol en EDT A bevinden, worden selectief de polypeptiden I, 
2 en 5 (tesamen spectrine vormend) voor een groot deel verwijderd. Indien de mem-
branen vervolgens in een milieu met grotere ionsterkte worden gebracht, worden po-
lypeptide 6 en ander zgn. perifere eiwitten uit de celmembraan verwijderd. De ver-
wijdering van de polypeptiden I, 2, 5 en 6, alsmede van de perifere eiwitten uit de 
celmembraan, resulteerde in een membraanresidu waarin zich meer dan 85% van de 
oorspronkelijke aanwezige hoeveelheid 12-sl-transferrine bevond. Genoemde eiwitten 
zijn waarschijnlijk dan ook geen direct onderdeel van de transferrille-receptor. 
Gezien het feit dat het verwijderen van practisch alle membraanlipiden niet 
gepaard gîng met een verlies van 1251-transferrine uit de celmembraan, lijken ook 
proteolipide complexen en glycolipiden geen directe rol te spelen bij de samenstelling 
van de transferrine-receptor. 
Gezien de resterende 1251-transferrine-activiteit in het membraanresidu, dat 
voomarnelijk uit de major polypeptiden 3, 4.2, 7, de sialoglycoproteïnen en de 
intrinsieke minor polypeptiden bestaat, werd geconcludeerd dat de transferrille-
receptor deel moest uitmaken van een dezer eiwitgroepen. 
Omdat de sialoglycoproteïnen in de erytrocytemnembraan verschillende recep-
torfuncties veiVUllen, werd vervolgens nagegaan of de transferrille-receptor deel zou 
uitmaken van deze sialoglycoproteïnen. Uit de experimenten bleek dat 2 sialoglyco-
proteïnen uit de membraan van de rattenreticulocyt geïsoleerd konden worden. De 
sialoglycoproteïnen bevatten echter niet de receptoren voor transferrine, daar na iso-
latie 1251-transferrille aan de resterende membraaneiwitten gebonden blijft. 
Deze resultaten impliceerden dat alleen de intrinsieke minor polypeptiden of 
major polypeptide 3 nog als transferrille-receptor in aanmerking komen. 
Op grond van de relatieve molecuuhnassa van de vermoedelijke transferrille-
receptor (Mr "-' 70-80.!0')Iijkt het onwaarschijnlijk dat de transferrille-receptor 
gevormd wordt door polypeptide 3 (Mr ~ 95.10') zelf. Light, die op grond van de 
resultaten van zijn experimenten het bestaan van polypeptide 3 in de voorstadia van 
de reticulocyt in twijfel trekt, toonde bovendien aan dat antilichamen tegen poly-
peptide 3 geen invloed hadden op de transferrillebinding aan en de ijzeropname in de 
reticulocyt (33, 34). 
Light toonde tevens aan dat in vitro in Triton X-100 de transferrille-receptor 
zich kan binden aan polypeptide 3. Anderen hebben echter de aanwezigheid van 
polypeptide 3 in de membraan van voorlopers van de reticulocyt wel aannemelijk 
gemaakt (35, 36). Mede gezien de resultaten van het selectief oplossen van de mem-
braan, waarbij met de receptorfracties tevens polypeptide 3 werd geïsoleerd en het 
feit dat de membraanpolypeptide 4.2 en 6 in de intacte cehnembraan aan polypep-
tide 3 gebonden zijn, werd nagegaan of de transferrine-receptor mogelijk ook in de 
intacte membraan aan polypeptide 3 gebonden was. 
Bij de isolatie van dit polypeptide 3 werd gebruik gemaakt van een pertuberende 
stof (DMMA), die eiwitten uit de cehnembraan verwijdert, die niet hydrofoob ge-
bonden zijn met de lipidenlaag, dus ook die aan polypeptide 3 gebonden zijn (van de 
major membraaneiwitten werden o.a. verwijderd polypeptide I, 2, 2.1, 2.2, 23, 4, 
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4.2, 5 en 6). Hoewel bij de behandeling met de perturborende stof wel31% van de 
oorspronkelijk aanwezige hoeveelheid 1251-transferrine uit de membraan werd ver-
wijderd, lijkt de transferrille-receptor niet tot de groep van eiwitten te behoren die 
door perturborende stoffen uit de membraan kunnen worden verwijderd, omdat het 
verwijderde transferrille niet gebonden bleek aan een membraaneiwit. Waarschijnlijk 
werkt de perturborende stof direct in op de binding tussen receptor en transferrille 
en splitst het een deel van dit transferrille van zijn receptor af. De nog aan de residu 
membraaneiwitten gebonden 1281-transferrille werd verwijderd na inwerking van 
Triton X-100 op het membraanresidu waarbij de hydrofobe binding van het eiwit 
door micelvorming werd verbroken. Na chromatografie over de thiol Sepharose-4B 
kolom bleek echter dat dit 1281-transferrille aan een ander membraaneiwit dan poly-
peptide 3 is gebonden. 
De beschreven resultaten tonen bovendien aan dat men na identificering van 
een membraaneiwit als transferrine-receptor de functionele rol van dit geïsoleerde 
eiwit in het ijzeropnameproces door intacte cellen dient na te gaan, zoals voor de 
B2-component is verricht (hoofdstuk VII). 
Concluderend kan gesteld worden dat de transferrille-receptor op de celmem-
braan van de rattenreticulocyt gelocaliseerd is op één van de minor polypeptiden en 
een relatieve molecuulmassa heeft van circa 70.103-80.10". Dit minor polypeptide 
is ten dele gelocaliseerd aan de buitenzijde van de celmembraan, het behoort niet tot 
de sialoglycoproteïnen en is een intrinsiek membraaneiwit dat een hydrofobe binding 
heeft met de lipiden dubbellaag van de celmembraan. 
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HOOFDSTUK IX 
Over de invloed van de bereidingswijze en zuivering van de ghosts op de 
ijzer~bevattende componenten in de ghostsuspensie 
Inleiding 
Na binding van transferrine aan de receptor op de plasmamembraan is het ver-
dere verloop van het ijzeropnameproces in de reticulocyt nog uiet duidelijk. Zoals 
al eerder gesteld is, vormt de vraag of transfenine wel of niet in het intracellulaire 
compartiment wordt opgenomen één van de belangrijkste onbekende aspecten van 
dit proces. De hypothese dat, na de binding aan de receptor, transferrine door pino-
cytose naar het intracellulaire compartiment wordt vervoerd, wordt door een aantal 
onderzoekers gesteund (I, 2, 3, 4, 5). Echter, het oorspronkelijke idee dat ijzer 
reeds van transferrine wordt verwijderd op de receptorplaats en wordt afgegeven aan 
membraaneiwitten is daarmee uiet verworpen (6, 7, 8, 9). 
Deze laatste hypothese is gedeeltelijk gebaseerd op het feit dat de 59Fe/ 1251-
verhouding van een geïsoleerde ghostsuspensie of membraanreceptoren, beide bereid 
uit, met 59Fej125I--gemerkt transferrine, geïncubeerde reticulocyten, is toegenomen 
ten opzichte van de 59 Fe/ 125!-ratio van het oorspronkelijke transferrine (6, 7, 8, 10). 
Bovendien werden bij gelfiltratie van de opgeloste ghostsuspensies van humane en 
rattenreticulocyten over Sepharose-2B en Sepharose-6B twee componenten, A en 
Bb verkregen welke uitsluitend 59 Fe-activiteit bevatten (zie hoofdstuk VI, fig. 1 en 
2). Recent zijn deze bevindingen gedeeltelijk bevestigd door Glass et al. (11 ). De 
componenten A en B 1 werden beschouwd als membraancomponenten, welke als 
intermediairen in het ijzertransport tussen transferrine, gebonden aan de receptor en 
cytoplasmatische ijzercomponenten, zouden kunnen functioneren. 
Echter, aangezien de volgens Dodge geïsoleerde ghostsuspensie gecontamineerd 
kan zijn met mitochondriën en lysosomen, is het mogelijk dat de componenten A en 
B1 ijzer-bevattende ntitochondriale en/ of lysosomale bestanddelen vertegenwoordi-
gen. In dit hoofdstuk wordt de invloed van de verwijdering van intracellulaire be-
standdelen uit de ghost op de componenten A en B1 van de ghostsuspensie beschre-
ven. 
Materiaal en Methoden 
Voor de bereiding van rattenreticulocyten en van met 1251 en 59 Fe gemerkt 
rattentransferrine, alsmede voor de incubatieprocedure tussen reticulocyten en trans-
ferrine wordt verwezen naar de in hoofdstuk U beschreven methode. 
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Zuivering van de ghostsuspensie 
Een reticulocyten ghostsuspensie werd bereid op de in hoofdstuk 11 beschreven 
wijze. De verkregen ghostsuspensie werd gezuiverd met behulp van een, door Lodish 
en Small beschreven, sucrose gradient centrifugatie (12). Hiertoe werd een discon-
tinue sucrose gradient bereid door 6 mi van een 60o/o-ige sucrose~oplossing (wfv) te 
brengen in centrifugeerbuizen, welke passen in een Beekman SW 27 rotor. Op de 
60%~ige sucrose~oplossing werden achtereenvolgens de volgende sucrose-oplossingen 
gebracht: 6 mi 50%-ige, 6 mi 45%-ige, 6 mi 40o/'o-ige en 6 mi 30o/'o-ige. Alle oplossin-
gen werden bereid in 5 milimolair PBS van pH 8,0. Vervolgens werd 0,3-0,4 mi 
van een geïsoleerde ghostsuspensie toegevoegd aan 7 mi van een 15o/o-ige sucrose~ 
oplossing en goed gemengd. De verkregen suspensie werd op de discontinue gradient 
gebracht. De gradiënten werden vervolgens gedurende 18 uur bij 4°C gecentrifugeerd 
in een Beekman SW 27 rotor met een snelheid van 25.000 omwentelingen/minuut_ 
De diverse sucroselagen, waarin zich zichtbare banden bevonden, werden geïso-
leerd en tienmaal verdund met 5 milimolair PBS van pH 8,0. De aanwezige banden 
werden geprecipiteerd door de suspensies gedurende I uur te centrifugeren in een 
Beekman rotor 34 met een snelheid van 27.000 omwentelingen/minuut en werden 
vervolgens geanalyseerd op de aanwezigheid van de volgende enzymen: 
I) acety lcholinesterase 
2) succinaat-cytochroom C-reductase 
3) succinaat dehydrogenase 
4) a-glycerofosfaat dehydrogenase 
5) zure fosfatase 










De hoeveelheid eiwit werd bepaald met behulp van een gemodificeerde Lowry 
methode (17). De banden werden evenals de niet gezuiverde ghostsuspensie opgelost 
en gefractioneerd door gelfiltratie over Sepharose-2B en 6B kolommen zoals is be-
schreven in hoofdstuk VI. 
De invloed van centrifi<gatiesnelheid op de samenstelling van de ghostsuspensie 
Een met transferrine geïncubeerde retieulocytensuspensie werd in drie delen 
gesplitst, waarna de cellen op de gebruikelijke wijze werden gelyseerd met 20 mili-
molair PBS van pH 7 ,4, zoals beschreven is in hoofdstuk IL Voor de bereiding van de 
gebruikelijke ghostsuspensie werd de gelyseerde celsuspensie bij 20.000 g gecentri-
fugeerd. De twee andere gelyseerde celsuspensies werdell bij respectievelijk 500 gen 
10.000 g gecentrifugeerd. 
Bij de 10.000 g en 20.000 g ghostsuspensie werd veel zorg besteed aan het 
venvijderen van een kleine groen/bruine pellet, die zich bij deze centrifugatiesnel-
heden op de bodem van de centrifugatiebuizen bevindt onder de eveneens geprecipi-
teerde ghostsuspensie. 
De van deze groen/bruine pellet ontdane ghostsuspensies werden voor de gel-
flitratie-experimenten gebruikt. De bij 500, 10.000 en 20.000 g verkregen ghost-




2) succinaat-cytochroom C-reductase 
3) zure fosfatase 
plasmamembraan gebonden enzym 
mitochondriaal enzym 
lysosomaal enzym 
De hoeveelheid eiwit werd volgens de methode van Lowry bepaald (18). 
Enzymactiviteiten werden als procenten weergegeven om het onderling vergelijken te 
vergemakkelijken. De weergegeven resultaten zijn de gemiddelden van 10 experimen-
ten. 
Extractie van heemijzer 
De extractie van heemijzer uit de ghost werd verricht met behulp van de door 
Thunell beschrevenmethode (19). 
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Fig. 1 Chromatografie van opgeloste reticulocytcn ghosts op Scpharose-2B. De ghosts werden 
verkregen bij eentrifuga tiesnelheden van 500 g, 10.000 gen 20.000 g. 
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Resultaten 
De bij verschillende centrijitgatiesnelheden verkregen ghostsuspensies 
De bij centrifugatiesnelheden van 500, 10.000 en 20.000 g verkregen ghost· 
suspensies werden gefractioneerd door gelfiltratie over Sepharose-2B en -6B. De 
resultaten van deze experimenten zijn weergegeven in fig. 1 en 2. Uit de resultaten 
van fig. I blijkt dat de procentuele 59Fe-activiteit van de eerste piek (A-component) 
toenam naarmate de ghostsuspensie bij een hogere centrifugatiesnelheid werd ver-
kregen. De 59Fe/ 125I-verhouding van de B-component veranderde echter niet onder 
:invloed van de centrifugatiesnelheîd. 
Fig. 2 vertoont de resultaten van de gelfiltratie van de B-component op Sepha-
rose-6B, hetgeen resulteerde in drie reeds in hoofdstuk VI beschreven (fig. 2) compo-
nenten, BI, B2 en B3 • De resultaten uit fig. 2, gevoegd bij de gegevens uit tabel I en 
11, lijken de conclusie te rechtvaardigen dat de procentuele 59Fe-activiteit van de BI-
component en de 59Fejl25I-verhouding in de B2-component onafhankelijk zijn van de 
centrifugatiesnelheid, waarbij de ghostsuspensie bereid wordt. Slechts de 59Fe-activi-














Fig. 2 Rcchromatografic van de B-componcntcn van de Scpharose~2B kolom op een Scpha~ 
rosc-6B kolom. 
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Tabel!. - De invloed van de centrifugatiesnelheîd. waarbij de ghostsuspcnsic verkregen wordt 
op de 59Fe en 125I~vcrdelîng in de via gelfiltratic over Sepharose-2B verkregen fracties 
Cen trifuga tiesnelheden 
500 g 10.000 g 20.000 g 
• Gemiddelde procentuele 59Fe activiteit van 
de A-component t.o.v. de totale 59Fc-
recovcry van de Scpharose-2B kolom 
* 
59Fcf125I-verhouding van de B-component 
van de Sepharosc-2B kolom 
* Verhouding tussen de S!o!Fe-activiteit van de 
A- en de B-component 




Het vcrschil tussen 500 gen 10.000 g of 20.000 gis significant; 
het vcrschil tussen 10.000 g en 20.000 gis niet significant. 
* Resultaten van één experiment. 




Tabel 11. - De resultaten van gelflltratic van de 500. 10.000 en 20.000 g verkregen 




Cen tri fugatiesnelheid 
• Gemiddelde procentuele 59Fc-activiteit van de vijf 
piekfracties van de B1-component t.o.v. de 
totale 59Fe-rccovcry van de Sepharose-6B kolom 
• Gemiddelde procentuele 59Fe en 1251-activiteit 
van de vijfpiekfracties van de B2-componcnt 
t.o.v. de totale activiteitsrecovery van de 
Sepharosc-6B kolom 
e>~< 59Fe/125I-verhouding van de B2-component 
van de Sepharosc-6B kolom 
e>~< Verhouding van de 59Fe-aetiviteit van de B'l" en 













• Geen significante vcrschillen tussen 500. 10.000 en 20.000 g ghostsuspcnsies 
* Resultaten van één experiment. 
Patroon van andere experimenten identiek. 







De verschillende ghostsuspensies (500-20.000 g) werden niet alleen geanaly-
seerd met behulp van gelfiltratie, maar werden eveneens gekarakteriseerd naar eiwit-
concentratie en enzymactiviteit. De hoeveelheid eiwit in een bij 20.000 g verkregen 
ghostsuspensie werd op I 00% gesteld en de andere ghostsuspensies werden met het 
20.000 g preparaat vergeleken. V oor de verschillende enzymactiviteiten werd van 
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dezelfde procedure gebruik gemaakt. 
Aangezien de bij 10.000 g en 20.000 g gesedimenteerde gbostsuspensies ge-
scheiden kunnen worden in een harde groen/bruine pellet en een daarop liggende 
witte pellet, werden naast de enzymactiviteiten van de gehele pellet ook de enzym-
activiteiten en eiwitconcentraties van de harde bruin/groene pellet en van de witte 
pellet afzonderlijk bepaald. De witte pellet wordt verder aangeduid ais gedeeltelijk 
gezuiverde membraanfractie (g.g.m.f.). De resultaten van de enzym- en eiwitbepaiin· 
gen zijn weergegeven in tabel lil. 
TABEL 111. - De gemiddelde procentuele enzymactiviteit en hoeveelheid eiwit van de bij de ver~ 
schillende eentrifuga tiesnelheden verkregen ghostsuspensies. De resultaten worden 
weergegeven als percentages van de enzymactiviteit en van de hocveelheid eiwit 
van de 20.000 g ghostsuspcnsie welke op 100% wordt gesteld. 
Ccntrifugatiesnclhcden 
500 g 10.000 g 20.000 g 
*g.g.m.f. harde g.g.m.f. harde 
bruine bruine 
pellet pellet 
Gemiddelde procentuele 31 96 100 
succinaat cytochroom C 
reductase activiteit •24 76 •28 72 
Gemiddelde procentuele 59 100 100 
acetylcholinesterase 
activiteit 890 10 •ss 12 
Gemiddelde procentuele IS 46 100 
zure fosfatase activiteit •53 47 •59 41 
Gemiddelde procentuele 61 100 100 
hoeveelheid eiwit •s6 14 •so 20 
* g.g.m.f. - gedeeltelijk gezuiverde membraanfractie (zie tekst) 
• De procentuele verdeling van de enzymactiviteit en de hocveelheid eiwit tussen de g.g.m.f. en 
de harde groen/bruine pellet t.o.v. de activiteit in de gehele pellct. 
Tussen de 10.000 en 20.000 g gbostsuspensies kan nauwelijks enig verschil 
worden waargenomen. Zoals uit tabel lil blijkt, bevat de bruin/groene pellet de mees· 
te mitochondriale activiteit, de helft van de lysosomaie activiteit, een laag percentage 
plasmamembraanactiviteit en een geringe hoeveelheid eiwit van de gehele bij 10.000 
en 20.000 g geïsoleerde gbostsuspensies. Tevens blijkt dat de totale lysosomaie 
enzymactiviteit in de I 0.000 g gbostsuspensie significant lager is dan in de 20.000 g 
ghostsuspensie. Tabel lil laat ook zien dat er wel een significant verschil bestaat 
tussen de enzymactiviteiten en eiwitconcentraties van de bij 500 gen 20.000 g (of 
I 0.000 g) verkregen gbostsuspensies. Echter, de relatieve specifieke activiteit voor 
acetylcholinesteraso blijft in de 500 g, I 0.000 g en de 20.000 g gbostsuspensie gelijk. 
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Zuivering van de ghostsuspensies door sucrose gradient centrifugatie 
Het is bekend dat centrifugatie van reticulocyten ghostsuspensies op een dis-
continue sucrose gradient kan resulteren in een fractie, die vooral de plasmamem-
branen representeert en in fracties, welke met name de mitochondriën en lysosomen 
bevatten (12). 
Indien een erytrocyten ghostsuspensie over de discontinue sucrose gradient 
werd gecentrifugeerd, ontstond er één zichtbare band în de 1,14 g/ml sucroselaag. 
Deze band representeert de plasmamembraanfractie, hetgeen in overeenstemming is 
met het feit dat zich in deze band ook de meeste acetylcholinesterase-activiteit be-
vindt. Een klein gedeelte van de acetylcholinesterase-activiteit is aanwezig in de 
1,18-1,20 g/ml sucroselaag, hetgeen mogelijk wordt veroorzaakt doordat tijdens het 
centrifugeren enige enzymactiviteit van de plasmamembraan afgesplitst wordt (Tabel 
IV). 
Tabel IV. - De verdeling van de gemiddelde procentuele enzymactiviteit en hocveelheid eiwit 
in de verschillende sucroselagen na ccntrifugatie van erytrocyten ghosts op een 
dîscontinue sucrose gradîent 
Ccntrifugatie- Sucroselaag 
snellieid 
40% 45% 50-60% 
(1,14 g/ml) (1,16 g/m1) (1,!8/1,20 g/m1) 
Eiwit 20.000 g 74 24 2 
Acetylcholinesterase 20.000 g 76 12 12 
Succinaat 
cytochroom C rcductasc 20.000 g geen act. geen act. geen act. 
Zure fosfatase 20.000 g geen act. geen act. geen act. 
Indien een reticulocyten ghostsuspensie op de sucrose gradient werd gecen-
trifugeerd, resulteerde dit in drie opalescente banden, een witte opalescento band in 
de 1,14 g/mllaag en twee geelbruine banden, respectievelijk in de 1,18 g/ml en in de 
1 ,20 g/ml lagen. Soms vielen de laatste twee banden samen; indien zij gescheiden 
waren, werden zij na isolatie samengevoegd. De witte band in de 1 ,14 g/mllaag lijkt 
identiek aan de in deze laag verkregen band van de erytrocytenghost en representeert 
de reticulocyten plasmarnembraanfracties, aangezien de meeste acetylcholinesteraso-
activiteit zich ook in deze laag bevindt (tabel V). 
Op grond van de geringe hoeveelheid succinaat cytochroom C reductase in deze 
laag is de contaminatie met mitochondriën in deze band zeer gering. Aangezien bijna 
alle mitochondriale activiteit in de samengevoegde 1,18 en 1,20 g/ml banden aan-
wezig is, bevatten deze banden de mltochondriën, waarmede de oorspronkelijk op-
gebrachte ghostsuspensie verontreinigd was (tabel V)_ Hoewel de oorspronkelijke reti-
culocyten ghostsuspensie met lysosomen gecontamineerd was, getuige de aanwezig-
heid van zure fosfatase-activiteit was de recovery van deze enzymactiviteit over de 
verschillende sucroselagen kleiner dan 50% en is een betrouwbare verdeling van deze 
enzymactiviteit over de verschillende sucroselagen niet te geven. Waarschijnlijk wordt 
de lage recovery veroorzaakt door het feit dat de lysosomale contaminatie in de 
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Tabel V. - De verdeling van de gemiddelde procentuele enzymactiviteit en hoeveelheid eiwit in 
de verschillende sucroselagen na centrifugatie van de bij 500 en 20.000 g vcrkregen 
retriculocyten ghosts op een discontinue sucrose gradient. 
Centrifugatie~ Sucroselaag 
snelheid 
40% 45% 50-60% 
(1,14 g/ml) (1,16 g/ml) (1,18/1,20 g/ml) 
Eiwit 500 g 52 14 34 
20.000 g 48 12 40 
Acetylcholinesterase 500g 69 15 16 
20.000 g 68 18 14 
Succinaat- 500g 15 21 64 
cytochroom C reductase 20.000 g 12 22 66 
Ck-glycerofosfaat 500 g 14 12 76 
deh)idrogenasc 20.000 g 11 14 75 
Succinaat dchydrogenase 500 g 14 16 70 
20.000 g 12 20 68 
totale ghostsuspensie a! laag was. 
Gelfiltratie van de gezuiverde membraan~ en mitochondriënfractie 
Een van de geïncubeerde reticu!ocyten bereide 20.000 g ghostsuspensie werd in 
2 delen gesplitst. Een deel werd opgelost en direct gefractioneerd door gelfiltratie 
over Sepharose-2B en -6B, zoals beschreven in hoofdstuk VL Het andere deel werd 
gecentrifugeerd op een discontinue sucrose gradient; de verkregen plasmamembraan-
band en beide banden met mitochondriën werden verzameld, opgelost in Triton 
X-100 en tenslotte onderworpen aan gelfiltratie over Sepharose-2B en -6B. Eenzelfde 
experiment werd ook uitgevoerd met een 500 g ghostsuspensie. De resultaten van 
tien van deze experimenten zijn samengevat in de figuren 3-5, waarbij de gemiddelde 
waarden zijn weergegeven. 
Indien de gezuiverde plasmamembranen (I ,14 g/ml sucroselaag) aan de gelfil-
tratie over Sepharose-2B werden onderworpen was de 59Fe-bevattende A-component 
bijna geheel uit het elutiepatroon verdwenen (fig. 3 en 4). De hoeveelbeid s9Fe in de 
fractie van de mitochondriale lagen (I ,18 en I ,20 g/ml sucroselagen), die in het void 
volume van de Sepharose-2B kolom elueert (void volume component in onderste deel 
van fig. 3 en 4), vertoont een duidelijk verband met 59Fe-activiteit van de A-compo-
nent in de ongezuiverde ghostsuspensie. Het is dan ook waarschijnlijk dat de void 
volume piek van de mitochondriale laag overeenkomt met de A-component van de 
oorspronkelijke ghostsuspensie. 
Het feit dat in de gezuiverde membraansuspensie de A-component niet meer 
voorkomt, gevoegd bij het feit dat in de experimenten met de verschillende centri-
fugatiesnelbeden de procentuele 59Fe-activiteit van de A-component afhankelijk was 
van de centrifugatiesnelbeid bij gelijk blijvende relatieve specifieke activiteit van het 
plasmamembraan gebonden enzym acetylcholinesterase, toont aan dat de A-compo-
nent van een niet-gezuiverde ghostsuspensie geen membraancomponent is. Deze 
A-component kan afkomstig zijn van de mitochondriën en lysosomen die de ghost-
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Fig. 3 Chromatografie op Sepharosc-2B van 0,3 mi opgeloste, bij 500 g vcrkregen ghosts (a) 
en van de suspensies vcrkregen van de 40%-igc (1.14 g/ml) (b) en de 50/60%-ige (1,18-
1,20 g/ml) (c) sucroselagen na een trifugatic van 0,3 ml van een 500 g ghostsuspcnsic op 
een discontinue sucrose gradient . 
........_. S9Fc At:-A-A 1251. 
suspensie verontreinigen. Indien de sucroselagen met de contamillerende mitochon-
driën (1 ,18 g en 1 ,20 g/rnllagen) onderworpen werden aan gelfiltratie over Sepharo-
se-2B, werden naast de void volume fractie nog twee radioactieve componenten 
verkregen. Zestig procent van de 59 Fe-activiteit van de laatste radioactieve compo-
nent, C, blijkt aanwezig als heemijzer, hetgeen waarschijnlijk van de mitochondriën 
afkomstig is (fig. 3c en 4c). De tweede radioactieve component, B, in deze mito-
chondriale Jaag (fig. 3c en 4c) bevat transferfine, hetgeen met behulp van immuno-
precipitatie werd aangetoond. Mogelijk is dit transferfine specifiek gebonden aan 
een intracellulaire component (b.v. aan mitochondriënmembraan), echter het in deze 
laag aanwezige transferrine kan ook een contaminatie zijn, daar er tijdens de centri-
fugatieprocedure van de ghosts op de sucrose gradient zich wat transferrine van de 
receptor op de plasmamembraan (I ,14 g/rnl laag) afsplitst en vrij transferfine na 
een trifugatie in evenwicht is met de 1 ,18-1 ,20 g/ml sucroselagen. 
Uit de resultaten van fig. 5 blijkt dat de actuele 59 Fe-activiteit in de B1-compo-
nenten van de ongezuiverde en gezuiverde ghostsuspensie practisch gelijk zijn (de 
geringe vermindering van 59Fe-activiteit wordt verklaard door verlies van materiaal 
ten gevolge van de sucrose gradient centrifugatie). De resultaten in tabel VI laten zien 
dat bij de gezuiverde ghostsuspensies de procentuele verdeling van 59Fe na gelfiltratie 
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Fig. 4 Chromatografie op Sepharosc-2B van 0.3 mi opgeloste bij 20.000 g verkregen ghosts (a) 
en van de suspensies vcrkregen van de 40%-ge (1.14 g/ml) (b) en van de 50/60%-ige 
(1.18-1.20 g/ml) sucroselagen na centrifugatie van 0,3 ml van een 20.000 g ghostsus-
pensic op een discontinue sucrose gradient . 
........... 59Fe ......_.,.w.t.. 1251. 
over Sepharose-6B zelfs verschoven is ten gunste van de B1-component; dit wordt ver-
oorzaakt door de afname van 59Fe-activiteit uit de B2-component ten gevolge van een 
afsplitsing van 125 1, s9 Fe-transfenine van de receptorcomponent B2 tijdens het cen-
trifugeren op de discontinue sucrose gradient. Met behulp van immunoprecipitatie 
met antibemaglobine antilichamen werd aangetoond dat B1 geen hemoglobine 
bevatte, evenmin bleek er veel 59Fe als heem aanwezig in B1, van zowel de gezuiverde 
als de niet-gezuiverde ghosts. 
Discussie 
De aard van het ijzertransport via de transferrille-receptor op de plasmamem-
braan naar de mitochondriën in het cytoplasma is nog niet opgehelderd. In hoofd-
stuk VI is aangetoond dat chromatografie van een reticulocyten ghostsuspensie over 
Sepharose-2B en -6B resulteerde in drie 59Fe-bevattende componenten, welke werden 
aangeduid als A, B1 en B2 en als membraancomponenten werden beschouwd. Deze 
componenten zijn als steun gebruikt voor de hypothese van Jandl, volgens welke 
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Fig. 5 Chromatografie van de Sepharosc~2B vcrkregen B-componcnt op Sepharose-{)B. B-
componenten werden verkregen van een ongezuiverde 20.000 g ghostsuspensic en van 
de 40%~ige sucroselagen van een 20.000 gen 500 g ghostsuspensie. 
Tabel Vl. De gemiddelde procentuele 59Fe- en 1251-verdeling na gelflltratie van de, van een 
Sepharose-2B verkregen, B-componenten van een gezuiverde en ongezuiverde 
ghostsuspensic op Sepharose-6B. 
Gemiddelde procentuele 59Fc-activiteit 
van B1-component t.o.v. totale 59Fe~reeovery van Sepharose-6B kolom 
Gemiddelde procentuele 59Fc-en 1251~ 
activiteit t.o.v. B2-component t.o.v. de 
recovery van de totale hoeveelheid 
activiteit van de Scpharose-6B kolom 
















transferrine ijzer aan membraaneiwitten afgeeft, die als intermediairen fungeren in het 
ijzertransport van transferrille naar de cytosol; transferrille zou in deze hypothese dus 
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niet naar de cytosol worden getransporteerd om dan pas haar ijzer af te geven. Aan· 
gezien echter de reticulocyten ghosts gecontamineerd kunnen zijn met mitochonM 
driën en lysosomen zouden de beschreven 59Fe-bevattende componenten ook onder-
deel kunnen uitmaken van mitochondriën of lysosomen, die de plasmamembranen 
van ghostsuspensies verontreinigen. De in dit hoofdstuk beschreven experimenten 
tonen aan dat ghostsuspensies bereid van rattenreticulocyten volgens de methode van 
Dodge et al., gecontamineerd zijn met mitochondriën en lysosomen, blijkens de aan-
wezigheid van mitochondriale en lysosomale enzymactiviteiten in deze ghostsuspen-
sies. 
Zoals tabel I1 toont, is de mate van mitochondriale en lysosomale contaminatie 
afhankelijk van de centrifugatiesnelheid waarbij de ghostsuspensie wordt verkregen. 
Eveneens wordt aangetoond dat het mogelijk is om bij 10.000 en 20.000 g verkregen 
ghostsuspensies gedeeltelijk te zuiveren door de harde, groen/bruine pellet van de 
erop liggende crême-kleurige ghostsuspensie te scheiden. Deze harde, groen/bruine 
pellet bevatte de meeste mitochondriën zoals blijkt uit de procentuele hoeveelheid 
en uit de relatieve specifieke activiteit van de mitochondriale enzymen in deze pellet. 
Het verwijderen van deze harde groen/bruine pellet resulteerde echter niet in een 
ghostsuspensie, welke volledig vrij was van elkemitochondrialeen lysosomale veront-
reiniging. Een voortgezette zuivering werd uitgevoerd door de ghostsuspensie te cen-
trifugeren op een discontinue sucrose gradient, hetgeen resulteerde in een plasma-
membraanfractie met nog slechts een zeer geringe contaminatie aan mitochondriën 
en lysosomen. 
Het feit dat de 59Fe-activiteit van de A-component toeneemt met een toe-
nemende centrifugatiesnelheid, zowel actueel als procentueel, terwijl de relatieve 
specifieke activiteit van het plasmamembraanenzym acetylcholinesterase gelijk blijft, 
zodat de hogere centrifugatiesnelheid dus niet resulteert in een procentuele ver-
rijking van de plasmamembraanfractie in de ghostpellet, deed reeds vermoeden dat 
component A geen membraancomponent is. Dit wordt bevestigd door het feit dat de 
A-component nagenoeg geheel afwezig was in de op de discontinue sucrose grad.ient 
bereide membraanfractie. 
Deze component bevindt zich in de mitochondriale laag en maakt daarom 
mogelijk deel uit van de mitochondriën. Misschien komt component A overeen met 
de ijzerbevattende void volume fractie die Ponka et al. verkregen, door geïsoleerde 
mitochondriën aan gelfiltratie over Sepharose G-200 te onderwerpen (20). 
Aangezien de procentuele 59 Fe~activiteit in B1 in de gezuiverde membraanfrac-
tie gelijk bleef of zelfs iets toenam ten opzichte van de ongezuiverde ghostsuspensie, 
en de procentuele 59Fe-activiteit in B1 niet door de centrifugatiesnelheid, waarbij de 
ghostsuspensies werden verkregen, werd beïnvloed, is het zeer waarschijnlijk dat B1 
een ijzer-bevattende membraancomponent is. (Strikt genomen is een intracellulaire 
component, die een sterke binding aangaat met de plasmamembraan niet uigesloten.) 
De functie van deze component in het ijzertransport naar de mitochondriën dient nog 
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HOOFDSTUK X 
Het intracellulaire ijzertransport van de rattenreticulocyt 
Inleiding 
Zoals reeds in hoofdstuk I werd aangegeven is het nog niet duidelijk of bij het 
ijzertransport naar het cytoplasma, transferrine, na binding aan de membraanrecep-
tor, wel of niet naar binnen gaat (1 t/m 6). Ook het transport van het intracellulaire 
ijzer naar de mitochondriën, waar de inbouw van ijzer in protoporfyrine plaatsvindt, 
is nog niet opgehelderd. In hoofdstuk I werd al aangegeven dat uit de literatuur een 
aantal componenten bekend zijn, welke mogelijk een rol spelen bij de ijzerstofwisse-
ling in het cytoplasma. De functies die aan de verschillende componenten worden 
toegeschreven, wisselen sterk (zie tabel IV, hoofdstuk I). 
Het staat vast dat naast hemoglobine ook ferritine in de cytosol van de cel 
aanwezig is. Of dit ferritine een opslagfunctie, of wel een intermediaire functie m 
het ijzertransport van transferrine naar mitochondriën heeft, is nog onbekend (3,4, 
5, 7 t/m 11 ). Behalve hemoglobine en ferritine spelen mogelijk ook een hoog-molecu-
laire, "niet-heem, niet-ferritine component" (10), transferrine (2, 9, 10, 12) een 
"niet-hemoglobine component" met een relatieve molecuulmassa van circa 60.103 
(9) en een laag moleculaire component (4, 5, 10, 11) een rol bij de intracellulaire 
ijzerstofwisseling. Genoemde componenten worden echter lang niet altijd gecombi-
neerd aangetroffen (zie tabel IV,hoofdstuk I). 
In dit hoofdstuk wordt nagegaan welke componenten bij de intracellulaire 
ijzerstofwisseling in de rattenreticulocyt betrokken zijn, alsmede of deze componen-
ten als intermediair in het intracellulaire ijzertransport kunnen fungeren. Tevens 
wordt nagegaan wat de functie van de eerder beschreven membraancomponenten, 
B1 en B2 , bij het ijzertransport naar de mitochondriën is. 
Materiaal en Methoden 
a) reticulocyten werden verkregen van mannelijke Wistar ratten volgens de in 
hoofdstuk U beschreven wijze. 
b) Met 59Fe en 125I gemerkt rattentransferrine werd bereid op de in hoofdstuk I! 
beschreven methode. 
c) De reticulocyten werden op de in hoofdstuk II beschreven wijze geïncubeerd 
met transferrine. In een aantal experimenten werd de invloed van een afge-
nomen heemsynthese op de verdeling van 59 Fe over de cytosolcomponenten 
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nagegaan. De heemsynthese werd geremd door een reticulocytensuspensie te 
incuberen met, isonicotinezuurhydroxide (INH), dat de vorming van IJ-amino-
laevulinezuur tegengaat (zie schema I, hoofdstuk I)- De incubatieduur met INH 
varieerde van 15~30 minuten bij een temperatuur van 37°C. De eindconcentraM 
tie van INH in het incubatiemedium was 0,01 mol/liter. 
d) Bereiding cytosol 
Reticulocytensuspensies werden op twee wijzen gehemolyseerd: 
I) Met 20 mOsm PBS; de verhouding cellen: buffer was I :30 (soms 1 :8). Het 
hemolysaat werd vervolgens 30 minuten bij 25.000 g gecentrifugeerd; 
2) Met een 5 milimolaire Tris-HCI buffer van pH 7,5, welke I milimolair 
trinatriumcitraat bevatte, de verhouding cellen: buffer was 1:1. Het verM 
kregen hemolysaat werd weer 30 minuten gecentrifugeerd bij 20.000 g. 
e) Chromatografie cytosol 
De reticulocytencytosol werd gechromatografeerd over Sephadex G-100, die 
geëquilibreerd was met een 0,1 molaire Tris-HCl buffer, pH 8,0; deze buffer 
fungeerde ook als elutiebuffer. De elutiesnelheid bedroeg 6 ml/30 minuten. De 
van de Sephadex G-100 kolom verkregen void volume fracties (component I, 
zie resultaten) werden met behulp van een Arnicon filterapparaat geconcen-
treerd en opnieuw gechromotografeerd over Sepharose-6B. De fracties, die na 
chromatografie over de Sephadex G-100 kolom, de zgn. component IV vorm-
den (zie resultaten), werden eveneens met behulp van een Amicon filterappa-
raat geconcentreerd en weer gecluomatografeerd over Sephadex GM50. 
f) Karakterisering van componenten I en IV 
Van de componenten I en IV werden opnames gemaakt in de analytische ultra-
centrifuge. Met een Ouchterlony immunediffusie techniek werden de reacties van 
antiferritine, antitransferrine en antihemoglobine met de componenten I en IV 
nagegaan. Van de componenten I en IV werd tevens een absorptiespectrum 
bepaald tussen 220 en 700 nm. 
g) Reincubatie reticulocyten 
Reticulocyten werden op de in hoofdstuk 11 beschreven wijze geïncubeerd met 
transferrine. Na verwijdering van niet gebonden transferrine werd de celsuspen-
sie in drie gelijke delen, A, Ben C, gesplitst; van celsuspensie A werd direct na 
incubatie een ghostsuspensie bereid. Celsuspensies B en C werden, direct na 
isolatie, gedurende respectievelijk 30' en 60' bij 37°C gereïncubeerd in een 
medium met ongemerkt transferrine, alvorens er ghostsuspensies van werden 
bereid. Alle ghostsuspensies werden met Triton X-100 opgelost en gechromato-
grafeerd over Sepharose-2B en Sepharose-6B op de in hoofdstuk VI beschreven 
wijze. 
h) Incubatie van een met 59Fe en 125! gemerkte reticulocyten ghostsuspensie in 
een incubatiemedium 
Een met 125I en 59Fe gemerkte ghostsuspensie werd bereid op de in hoofdstuk 
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II beschreven wijze. De verkregen ghostsuspensie werd gedurende 30 minuten 
geïncubeerd in het in hoofdstuk II beschreven incubatiemedium. Na incubatie 
werden incubatiemedium en ghostsuspensie door middel van centrifugatie 
gescheiden en werd de afgifte van 59Fe en 125 I door de ghostsuspensie aan het 
incubatiemedium bepaald. De ghostsuspensie werd in Triton X-1 00 opgelost en 
vervolgens gechromatografeerd over Sepharose-2B en Sepharose-6B op de in 
hoofdstuk VI beschreven wijze. 
i) Incubatie van een reticulocyten cytosol met een met 59 Fe en 125 I gemerkte reti-
culocyten ghostsuspensie 
Een met 125I en 59Fe gemerkte reticulocyten ghostsuspensie werd bereid op de 
in hoofdstuk II beschreven wijze. Van een niet met transferrine geïncubeerde 
reticulocytensuspensie werd een hemolysaat bereid in 20 mOsm PBS (verhouding 
cellen:buffer = I :4). Een cytosol werd bereid door het verkregen hemolysaat 
30 minuten bij 25.000 g te centrifugeren. Zowel de cytosol als het hemolysaat 
werden vervolgens gedurende 30-60 minuten bij 3'tC geïncubeerd met de met 
59Fe en 125I gemerkte reticulocyten ghostsuspensie. De verhouding hemolysaat 
of cytosol/ghostsuspensie was I: I (berekend ten opzichte van de oorspronke· 
lijke celsuspensies). De overdracht van aan de ghostsuspensie gebonden ijzer 
en/ of transferrille naar de cytosolcomponenten werd vervolgens geanalyseerd. 
j) Incubatie van een reticulocyten cytosol met geiSoleerde membraancomponen-
ten 
Opgeloste, met 125I en 59 Fe gemerkte, reticulocyten ghosts werden gechroma-
tografeerd over Sepharose-2B en Sepharose-6B op de in hoofdstuk VI beschre-
ven wijze. De verkregen membraancomponenten B1 en B2 werden geconcen-
treerd en vervolgens geïncubeerd met een niet met 59 Fe en 125I gemerkte reti-
culocyten cytosol (zgn. "koude" cytosol). De overdracht van aan B1 en B2 ge-
bonden ijzer en transferrille naar de cytosolcomponenten werd vervolgens door 
middel van chromatografie van de cytosol geanalyseerd. 
k) Incubatie van de met 59 Fe gemerkte cytosolcomponenten I en IV met een niet-
gemerkteongefractioneerde cytosol en hemolysaat 
De na chromatografie, van een met 59Fe gemerkte cytosol over Sephadex 
G-100, verkregen componenten I en IV {zie onder resultaten) werden geduren-
de 60 minuten bij 37°C geïncubeerd met een niet-gefractioneerde cytosol of 
hemolysaat, die werden verkregen van een niet met transferrille geïncubeerde 
reticulocytensuspensie. Na incubatie werd de eventuele overdracht van 59Fe 
door de componenten I en IV aan andere cytosolcomponenten nagegaan. 
I) Bepaling van Fe2• en Fe3• gehalte in de cytosolcomponent IV 
De hoeveelheid Fe(II) in component IV werd direct colonmetrisch bepaald met 
de bathophenantrolinemethode. Tevens werd de hoeveelheid Fe(II) bepaald na 
reductie van component IV met ascorbinezuur. Het verschil tussen beide uit-














Fig. 1 Gelflltratie van een reticulocyten cytosol op Scpharlex G~ 100. 
----Ez54 nm ----- S9pc • • • 1251. 
Resultaten 
a) Chromatografie van een reticulocyten cytosol over Sephadex G-1 00 
De chromatografie van een cytosol bereid uit, met 1251, 59Fe~transferrine geïn~ 
cubeerde reticulocyten resulteerde in een chromatogram met 4 radioactief 
gemerkte fracties {fig. 1). Component I elueerde in het void volurne van de 
kolom en bevatte vrijwel uitsluitend 59Fe. Component !I elueerde op de plaats 
van vrij transferrille uit de kolom; deze component bevatte naast 59Fe, vrijwel 
alle 125!-activiteit die in de cytosol aanwezig was. Mede gezien het feit dat 
deze component met antitransferrille reageerde, representeert deze fractie vrij 
transferrine. De derde activiteitspiek bevatte alleen 59F e~activiteit, die voor 
meer dan 80% in heem bleek te zijn ingebouwd. Mede gezien het gemeten 
absorptiespectrum, het elutievolume en de reactie met tegen hemoglobine 
gerichte antilichamen representeert deze component hemoglobine. 
Na de hemoglobine~piek wordt nog een 59Fe-piek waargenomen, die samenvalt 
met een tevens nog aanwezige eiwitpiek (component IV). De relatieve verdeling 
van 59Fe over de verschillende componenten is weergegeven in tabel I. 
Tabel I. - Procentuele vcrdeling van de 59Fe- en 1251-aetivitcit over de cytosolcomponentcn 








van totale 59Fe-activitcit 
I ±0.3 
6 ± 1.0 
90 ± 2.0 
3 ±o,s 
Percentage 
van totale 1251-activiteit 
98 ± 2,0 
Fig. 2 
Een verdere fractienering van een aantal verzamelde void volume fracties werd 
verkregen door chromatografie over Sepharose-6B. Zoals uit de resultaten van 
fig. 2 blijkt, werden hlerbij twee radioactieve componenten verkregen; de eerste 
component (I 1), met de minste 59Fe-activiteit, elueerde in het void volume uit 
de kolom. De tweede "Fe-actieve component (!2) heeft een elutievolume dat 
overeenkomt met dat van ferritine. 
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Fig. 3 Herchromatografie van component IV van de Sephadcx G~ 100 kolom op Scphadcx 
G-50. 
----Ez54nm ----- S9Fc. 
117 
De Sephadex G-100 component IV, verzameld uit een aantal experimenten, 
werd eveneens verder gefractioneerd door chromatografie over Sephadex G-50. 
Dit resulteerde in een elutiediagnun dat is weergegeven in fig. 3, waaruit blijkt 
dat bij deze fractienering twee eiwitfracties werden verkregen die samenvielen 
met twee 59Fe-fracties (IV 1 en IV :z). Om na te gaan of de tweede component 
(N2) geensplitsingsproduct was, ontstaan bij de bewerkingvan component N, 
werd een cytosol direct over Sephadex G-50 gechromatografeerd. Uit de 
resultaten in fig. 4 blijkt dat ook nu na de void volume piek een eiwitfractie 
met 59 Fe~activiteit ontstaat. 
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Fig. 4 GeliJltra tie van een rcticulocyten cytosol op Scphad ex Gw50. 
----E2s4nm ----- S9Fc e e e 1251. 
b) Nadere karakterisering van de componenten I en IV van Sephadex G-1 00 kolom 
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Ad. Component I 
Het heterogene karakter van component I, dat op grond van de chromatografie 
over Sepharose-6B (fig. 2) reeds aannemelijk was, werd bevestigd met behulp 
van een opname in de analytische ultracentrifuge, waarbij fracties met ver-
schillende Svedberg--constanten werden verkregen. 
Na de fractienering van component I over Sepharose-6B werden de hierbij ver-
kregen componenten 11 , 12 en h in een Ouchterlony diffusie-techniek tegen 
antitransferrine, antiferritine en antihemoglobine getoetst. De resultaten zijn 
weergegeven in tabel IJ; gezien de positieve reactie van component 12 met anti-
ferritine werd met behulp van een precipitatiereactie tussen component 12 en 
antiferritine nagegaan of de 59Fe van deze component 12 ook aan ferritine is 
gekoppeld. Het bleek dat met antiferritine meer dan 80% van de 59Fe-activiteit 
in component I2 prectpiteerde. 
Tabel 11. - Reactie van de componenten Il> 12, I3 uit fig. 2 met antilichamen tegen transferrine, 
ferritine en hemoglobine 




Ad. Component IV 
+ 
+ 
Met behulp van filtratie via Amicon-filters werd vastgesteld dat de relatieve 
molecuuhnassa van component N ligt tussen de 1000 en 10.000 daltons. In-
dien een met 59Fe gemerkte cytosol zonder voorafgaande gelfJltratie op de 
Anticon-filters werd gebracht, bleek dat component IV ook aanwezig was. Dit 
resultaat maakt het onwaarschijnlijk dat component IV tijdens de chromato-
grafie van de cytosol, als splitsingsprodukt van componenten I, I1 of III, ont-
staat. Er werd een aminozuur-analyse verricht van de, na fractioneringvan compo-
nent IV op Sephadex G-50 verkregen, componenten IV 1 en N 2 (fig. 3). Daar in 
het hydrolysaat van beide componenten alle aminozuten aanwezig waren conclu-
deerden wij dat deze componenten polypeptiden zijn. Het bleek dat circa 90% 
van het aan component IV gebonden ijzer als Fe(!!) was gebonden en circa JO% 
als Fe(III). Gezien de activiteitsverdeling over de componenten IV1 en IV2 
(fig. 3) houdt dit in dat ook deze twee componenten nog heterogeen van 
samenstelling zijn. 
c) De invloed van een verminderde heemsynthese op de verdeling van 59 Fe over de 
componenten I tjm IV in de cytosol 
Uit de literatuur is bekend dat INH de heemsynthese remt, waarbij er slechts 
Tabel liL - De vcrdeling van 59Fe in reticulocyten, welke met of zonder INH werden 
geïncubeerd met een zelfde dosis 59Fe-transferrine 
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geringe veranderingen in de totale ijzeropname door de cel optreden (zie 
hoofdstuk I). In tabel III is de invloed van preïncubatie met INH op de (sub) 
cellulaire 59Fe-verdeling weergegeven. Na preïncubatie met INH bleek de totale 
59Fe-opnarne door de celsuspensie niet significant te verschillen van de 59Fe-
opnarne door een niet met INH gepreincubeerde celsuspensie. Na hemolyseren 
en centrifugeren bij 25.000 g bleek dat de cytosol na preincubatie met INH 
veel minder 59Fe bevatte, terwijl de, bij deze sedimentatiesnelheid verkregen 
ghostsuspensie, juist meer 59 Fe~activiteit bevatte dan de ghostsuspensie ver-
kregen van reticulocyten zonder preincubatie met INH. 
Uit tabel III blijkt dat na preincubatie met INH ook de procentuele verdeling 
van 59Fe over de cytosolcomponenten veranderd is; de procentuele 59Fe~ 
activiteit in piek I, en met name in piek IV, nemen toe, terwijl de procentuele 
59Fe-activiteit in piek III (hemoglobine) afneemt. De reëele 59Fe-activiteit in de 
gehele component I verschilt na preincubatie met INH niet significant van de 
59Fe-activiteit zonder preincubatie met INH, terwijl de reëele 59Fe-activiteit 
in component N, na preincubatie met INH iets toeneemt (tabel III). 
d) Incubatie van cytosolcomponenten I & IV met een reticulocyten hemolysaat 
en cytosol 
Ten einde na te gaan of de cytosolcomponenten I en IV, direct dan wel in-
direct, een rol spelen als ijzerdonor voor mitochondriën of andere intracellu-
laire componenten, werden beide radioactieve componenten met een niet-
radioactief reticulocyten hemolysaat (respectievelijk cytosol) geïncubeerd. 
Na incubatie van de cytosol met de componenten I en IV was er geen signifi-
cante 59Fe-afgifte van beide componenten aan cytosolcomponenten waarneem-
baar. Aangezien in een door ons bereide cytosol de mitochondriën voor het 
grootste deel verwijderd zijn (zie hoofdstuk IX) werd met behulp van een 
hemolysaat nagegaan of in aanwezigheid van deze mitochondriën wel een af-
gifte van 59Fe door cytosolcomponent I of IV plaatsvond. Echter, ook nu bleek 
dat na incubatie, componenten I of IV geen significante 59Fe-activiteit hadden 
afgegeven. 
e) Reincubatie van met 59 Fe- 125 1-transfen-ine geïncubeerde reticulocyten 
Door reincubatie van met 59Fe-, 1251-transferrine gemerkte reticulocyten werd 
getracht een indruk te krijgen van de functie van de met 59Fe-gemerkte cellu-
laire componenten bij het ijzertransport naar de mitochondriën. (Zie onder 
methoden, g). Na reincubatie werden van de reticulocytensuspensies op de 
gebruikelijke wijze ghostsuspensies en cytosol bereid. Na 30 en 60 minuten 
reincubatie bleek circa 30 resp. circa 50% van de oorspronkelijke aan de cel 
gebonden hoeveelheid transferrille aan het incubatiemedium te zijn afgegeven 
Tabel IV). 
e1) Veranderingen in de ghostsuspensie na reincubatie 
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In fig. 5 en tabellen Va en Vb worden de veranderingen weergegeven in de 
59Fe-activiteit van de bij de fractienering van de ghostsuspensie verkregen com-
ponenten A, B, B1 en B2 . De resultaten van één experiment zijn weergegeven, 
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de resultaten van de overige experimenten waren vrijwel identiek. 
Samenvattend kunnen wij stellen dat de 59Fe-activiteit en 125 -I-activiteit van 
de totale ghostsuspensie afnamen. 
De 59Fe-activiteit in component A bleek niet significant te veranderen, hoewel 
procentueel de 59Fe-activiteit in deze component toenam. De bij reincubatie 
waargenomen afname van de 59Fe-activiteit van de ghostsuspensie werd dan 
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Fig. 5a Chromatografie van een nonnalc ghostSuspensie (G-0-0) een ghostsuspensic na 30 
min. reincubatie (•-•-•) en een ghostsuspensic na 60 min. reïncubatie (6.-··6.···6) op 
Sepharose-2B. 
Tabel vA. - De veranderingen in 59Fe-activiteit van de ghostsuspensiecomponenten A en B, 
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ook alleen veroorzaakt door een afname van de 59 Fe~activiteit in de B-compo~ 
nent. De afgenomen 59 Fe~activiteit, waargenomen in de B-component van de 
Sepharose-2B kolom, blijkt te worden veroorzaakt door een afname van de 
59Fe-activiteit in zowel de B1-component als de B2-component (tabel Vb; fig. 
Sb). 
De 59Fe-activiteit van de B1-component neemt tijdens de eerste 30 minuten van 
de reincubatie minder af dan de 59Fe-activiteit van de B2~component, hetgeen 
zich weerspiegelt in een procentuele toename van de 59 Fe-activiteit in B1 tij-
dens de reincubatie en een toename van de 59Fe Btf59Fe B2 -verhouding; in de 
tweede 30 minuten verschilt de afgifte van 59Fe uit de componenten B1 en B2 
niet veel meer. 
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Fig. Sb Herchromatografie van de verschillende B-componcnten (uit fig. 5a) van de Sepharose-
2B kolom op Sepharose-6B. 
û-0-0 B-componcnt normale ghostsuspcnsic 
•-..... -• B-component ghostsuspcnsie na 30 min. reincubatie 
!S .. ·l::.· .. ·l::. B-componcnt ghostsuspcnsie na 60 min. reïncubatic 
Tabel vB. - De veranderingen in 59Fe-activiteit van de ghostsuspensiecomponenten vcrkregen 
na chromatografie van component B over Sepharose-6B 
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Veranderingen in de cytosol na refncubatie 
In tabel VI worden de resultaten van één experiment weergegeven; de resulta-
ten van andere experimenten waren vrijwel identiek. Samenvattend concluderen 
wij dat bij toenemende reïncubatietijd de 59Fe-activiteit van de cytosol toe· 
nam, hetgeen met name veroorzaakt werd door hogere 59Fe-activiteit in com-
ponent III (hemoglobioe). 
Tabel VI. - De veranderingen in 59Fe-activiteit van de cytosolcomponenten I. III en IV. 
Geen reïncubatie* 30 min. reïncubatie* 60 min. reïncubatie* 
59pe cpm %van 59Fe cpm %van 59Fe cpm %van 
recovery recovery recovery 
Component I 4.176 0,7 6.681 0.9 10.584 1.4 
Component III 611.775 88 667.157 89,5 687.963 91 
Component IV 13.918 2 7.959 1.2 3.120 0.4 
Componenten 18.094 14.640 13.704 I+ IV 
* Voor de chromatografie werd de helft van de oorspronkelijke cytosol gebruikt. 
Zie voor beschrijving van de componenten I t/m IV Îlg. 1. 
Tijdens het reïncuberen nam de 59Fe-activiteit io component I zowel reëel als 
procentueel toe, terwijl de reëele en actuele 59Fe-activiteit io component IV 
afnam. De gezamenlijke 59Fe-activiteit van de componenten I en IV nam tij-
dens het reïncuberen iets af, daar de 59Fe-activiteit in component IV sneller 
afnam dan de 59 Fe-activiteit in component I toenam. 
f) Refncubatie van een met 59 Fe- en 125 I-gemerkte reticulocyten ghostsuspensie 
met Hanks' 
Van met 59Fe-, 125I-transferrine geïncubeerde reticulocyten werd een ghost-
suspensie bereid volgens de io hoofdstuk U beschreven wijze. De verkregen 
ghostsuspensies werden gedurende verschillende tijden bij 37°C io Hanks' 
geïncubeerd, waarna eventueel opgetreden veranderingen in 59 Fe- en 125I-acti-
viteit van de ghostsuspensies werden geanalyseerd. Reïncubatie van een ghost-
suspensie gedurende 30 miouten resulteerde io een afgifte van circa 9% van de 
in de ghostsuspensie aanwezige 59Fe-activiteit, terwijl eveneens 9% vandeiode 
ghostsuspensie aanwezige 1251-activiteit werd afgegeven. Gezien het feit dat de 
59Fe/125l-verhoudiog van een ghostsuspensie groter is dan de 59Fe/1251-verhou-
diog van de oorspronkelijke transferrioe-oplossiog, houdt dit io dat ook niet 
aan transferrine gebonden 59 Fe werd afgegeven. 
De resultaten van een karakteristiek experiment zijn weergegeven in de tabellen 
VIla en b; resultaten van identiek uitgevoerde experimenten gaven een over-
eenkomstig beeld. Na reincubatie waren zowel de actuele als de procentuele 
59Fe-activiteit in de A-component toegenomen en in de B-component gedaald 
(Sepharose-2B kolom). Tevens bleek dat de 59Fe/ 125l-verhoudiog van de B-
component significant was afgenomen. Na fractionering van de B-componenten 
over Sepharose-6B bleek bij de gereïncubeerde ghostsuspensie io tegenstelliog 
tot bij de gereïncubeerde iotacte reticulocyten zowel de reëele als de procen-
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Tabel VIlA. De veranderingen in 59Fc-activitcit van de ghostsuspcnsîccomponentcn. 
vcrkregen na chromatografie over Scpherose·2B. 
Geen reïncubatic 30 min. reïncubatic 














Tabel VUB. - De veranderingen in 59Fc-activitcit van de ghostsuspcnsiccomponentcn. 
verkregen na chromatografie van component B over Scpharosc-6B 
Geen rcïncubatie 30 min. reïncubatic 
59Fe cpm %van recovery 59Fe cpm %van recovery 
Component B 1 
Component Bz 











tuele hoeveeJheid 59 Fe-activiteit in component B1 te zijn toegenomen. De 
59Fe-activiteit in B2 was afgenomen. De reëele toename van de 59 Fe-activiteit 
in zowel B1 als A, alsmede de practisch gelijke 59Fe en 1251-afgifte van de ghost-
suspensie aan de incubatie buffer, maken het waarschijnlijk dat de B2 -compo-
nent naast aan transferrine gebonden ijzer nog een niet aan transferrine gebon-
den ijzercomponent bevat. 
g) Incubatie van een met 59 Fe en 125 I-gemerkte ghostsuspensie met een reticulo-
cyten cytosol 
Een met 59Fe- en 1251-gemerkte ghostsuspensie werd gedurende 45 minuten 
met een reticulocyten cytosol geïncubeerd. Na incubatie werden de veranderin-
gen in 59Fe en 1251-activiteit van de bij fractienering van de ghostsuspensie 
verkregen componenten A, B, B1 en B2 geanalyseerd. Tevens werd nagegaan 
of 59Fe-activiteit was afgestaan aan cytosolcomponenten. Na incubatie bleek 
dat 26%, respectievelijk 28%, van de in de oorspronkelijke ghostsuspensie aan-
wezige 59Fe·activiteit en 1251-activiteit aan de cytosol was afgestaan (tabel 
VIII). 
g1) Veranderingen in de ghostsuspensie 
I24 
In de tabellen IXa en IXb zijn de resultaten van een karakteristiek experiment 
weergegeven. Evenals bij de incubatie van een ghostsuspensie in Hanks' /MEM 
nam de 59Fe-activiteit in component A zowel reëel als procentueel toe. In com-
ponent B nam zowel de 59Fe- als de 125I-activiteit af. Na fractionering van de 
B-component over Sepharose-6B bleken de veranderingen in 59 Fe-activiteit van 
de componenten B1 en B2 een patroon te vertonen dat overeenkwam met het 
patroon dat gezien werd bij de reincubatie van intacte reticulocyten, namelijk 
een afname van de 59Fe-activiteit in zowel component B1 als B2 • Gezien de 
afname van de 59Fe/ 125I-verhouding van component B2 geeft B2 meer 59Fe-
Tabel VIII. - De verdeling van 59Fc en 1251 na incubatie ghostsuspcnsie en cytosol 
Ghostsuspcnsie 












59Fe cpm % oorspr. ghost 1251 cpm % oorspr. ghost 
Normaal 
Rcïneubatie 64.260 26 9.530 
Tabel IXA. - De veranderingen in 59Fe~aetivitcit van de ghostsuspensiecomponenten 
vcrkregen na chromatografie over Sepharose~2B 
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Geen rcïncubatie 45 min. rcïncubatie 









Ta bie IXB. - De veranderingen in 59Fe-activiteit van de ghostsuspensiecomponenten, 
verkregen na chromatografie van component B over Scpharose-6B. 
17 
70 
Geen reïneubatie 45 min. reïncubatie 
59F e cpm % van recovery 59Fe cpm %van recovery 
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activiteit af dan op grond van het 1251 (= transferrine) verlies te verklaren valt.. 
Dit vonnt weer een indirect bewijs dat in component B2 naast transferrine nog 
een 59Fe~bevattende component aanwezig is. Daar de 59Fe~B 1 / 59 Fe-B2~verhou­
ding bij incubatie toeneemt. blijkt ook hier, evenals bij de reincubatie van in-
tacte reticulocyten dat de netto daling van 59 Fe-activiteit in B2 na reincubatie 
groter is dan in B1 • Het patroon wijkt duidelijk af van dat wat verkregen wordt 
bij een reincubatie van een ghostsuspensie in Hanks'/MEM, zoals in de vorige 
paragraaf beschreven. 
g2) Veranderingen in de cy toso/ 
Na 45 minuten incubatie bleek dat de door de ghostsuspensie aan de cytosol af-
gegeven 59Fe~ en 125 I~activiteit zich over verschillende componenten verdeeld 
had, op een wijze zoals in tabel X weergegeven is. In vergelijking met de cytosol 
van een nonnaal incubatie-experiment is de procentuele bijdrage van 59Fe~Hb 
(component III) aan de totale '"Fe-activiteit van de cytosol kleiner. 
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Tabel X. - De verdeling van de 59Fe- en 1251-activitcit over de cytosolcomponcntcn. 












h) Incubatie van met 59Fe- en 1251-gemerkte ghostcomponenten met reticulocyten 
cytosol. 
De na fractienering van de ghostsuspensie verkregen componenten Sr en B2 
werden geconcentreerd en vervolgens ieder apart met een reticulocyten cytosol 
geïncubeerd. 
Component B 1 
Na chromatografie van een met "'Fe-B1 geïncubeerde cytosol over Sephadex 
G-100 bleek dat meer dan 90% van de recovery van de 59Fe-activiteit in de void 
volume fracties aanwezig was. De hemoglobinepiek bevatte geen 59Fe-activiteit. 
Component B2 
Na fractionering van de geïncubeerde cytosol en component B2 over Sephadex 
G-100 werd een in fig. 6 weergegeven elutiepatroon verkregen. Het bleek dat 
75% van de oorspronkelijk aan B2 gebonden hoeveelheid 125!-transferrine na de 
incubatie als vrij transferfine van de kolom elueerde; de resterende 25% bevond 
zich in de void volume fracties. 
1251 en 59F<' cpm 
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Fig. 6 Gelftltratie van een reticulocytcn cytosol na incubatie met membraancomponent B2 
----E2S4 nm ----- S9Fc • • • 1251. 
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Van de "Fe-activiteit bevond zich 30% in de void volume fracties, terwijl47% 
in component 11 (= transferrille) en 23% in component IV (=laag-moleculaire 
component) van de kolom elueerden. Evenals bij de incubatie met component 
B1 bevatte de cytosol component III, d.w.z. hemoglobine, geen "Fe-activiteit. 
i) Incubatie van met 59 Fe- en 125 i-gemerkte ghostcomponenten met ''reticulocy-
ten hemolysaat" 
Aangezien voor de produktie van heem mitochondriën noodzakelijk zijn, werd 
nagegaan of na incubatie van de ghostcomponenten B1 en B2 met een reticulo-
cyten hemolysaat waarin zich nog mitochondriën bevonden wel 59Fe-gemerkt 
hemoglobine was gevonnd. Een "reticulocyten hemolysaat" werd bereid door 
een reticulocyten suspensie te hemolyseren en daarna gedurende 30 minuten 
bij 500 g te centrifugeren. De gevormde supernatant bleek nog veel mitochon-
driale enzymactiviteit te bevatten en wordt in het vervolg hemolysaat genoemd. 
noemd. 
Incubatie van hemolysaat met een zich binnen de dialysemembraan bevindende 
B 1--component 
Teneinde na te gaan of bij een eventuele overdracht van 59 Fe van B1 naar de 
mitochondriën de laag-moleculaire component een directe rol speelt, werd B1 
in een dialysemembraan gedaan, die vervolgens in de cytosol werd geplaatst en 
gedurende 2 uur bij 37°C werd geïncubeerd. (Dialysemembraan doorlaatbaar 
voor stoffen met een relatieve molecuulmassa van kleiner dan 10.000). Na 2 
uur incuberen bleek geen 59Fe-activiteit door B1 te zijn afgegeven. 
Incubatie van hemolysaat met conponent B 1 
Component B1 werd in direct contact gebracht met het hemolysaat en geduren-
de 2 uur bij 37°C geïncubeerd. Na incubatie werd het hemolysaat bij 25.000 g 
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Fig. 7 Gclflltratic van een rcticulocyten hcmolysaatna incubatie met membraancomponent B1. 
----E2S4 nm ----- 59Fc 
127 
gecentrifugeerd, geconcentreerd op een Amicon-fllter en over Sephadex G-1 00 
gefiltreerd. Het hierbij verkregen elutiepatroon is weergegeven in fig. 7. Na in~ 
cubatie bleek circa 4 7% van de oorspronkelijk in component B1 aanwezige 
59Fe-activiteit in de void volume fracties van de kolom aanwezig. 
De hemoglobinefracties bevatte, na incubatie, circa 38% van de oorspronkelijk 
in B1 aanwezige 59 Fe-activiteit, tenvijl in de laag-moleculaire fractie (compo-
nent IV) circa 15% van deze 59 Fe-activiteit aanwezig was. De void volume frac-
ties werden niet verder gefractioneerd. Meer dan 80% van de in de hemoglo-
binepiek aanwezige 59Fe-activiteit bleek te zijn ingebouwd in heem. 
Discussie 
In de inleiding werd gesteld dat een aantal componenten een rol spelen bij het 
intracellulaire ijzertransport. Echter de aard en de functie van deze componenten is 
nog niet opgehelderd. Uit de in dit hoofdstuk beschreven resultaten kan geconclu-
deerd worden dat bij het intracellulaire ijzermetabolisme van de rattenreticulocyt 
tenminste 5 componenten betrokken zijn. Tot deze 5 componenten behoren hemo-
globine en ferritine; daarnaast wordt een hoog-moleculaire "niet-heem'', niet-ferritine 
component gevonden, die door Borova et al. (1 0) ook in konijnenreticulocyten is 
beschreven. Evenals door andere onderzoekers werd in de cytosol van de reticulo-
cyten tevens een laag-moleculaire fractie gevonden, die ijzer bevat. Deze laag-molecu~ 
laire fractie was heterogeen van samenstelling en kon opgesplitst worden bij nadere 
fractienering in 2 componenten. Op grond van de aminozuursamenstelling en de 
gemeten absorptiespectra van deze componenten werd geconcludeerd dat beide laag-
moleculaire componenten polypeptiden zijn. 
Naast deze 5 componenten speelt mogelijk het eveneens in de cytosol aanwezige 
transferrille een specifieke rol bij het intracellulaire ijzermetabolisme. Teneinde meer 
inzicht te verkrijgen over de functies van de verschillende beschreven componenten 
werd eerst nagegaan welke veranderingen preïncubatie met INH in de 59 Fe-activiteit 
van de componenten induceert. In de ghostsuspensie bleek dat de totale 59Fe-activi-
teit was toegenomen ten gevolge van een toename van de 59 Fe~activiteit in compo~ 
nenten A, B1 en B2 en in de meegeïsoleerde mitochondriën, zoals reeds beschreven 
is (3). Ondanks het feit dat veel ijzer in de mitochondriën van de cel werd opgeslagen, 
bleek dat de 59 Fe~activiteit van de hoog-moleculaire component I niet sterk toenam: 
wel nam de 59Fe~activiteit van de laag~moleculaire component toe. Deze resultaten 
verschillen van die welke door Nunez et al. met konijnenreticulocyten werden ver~ 
kregen, waar de 59Fe in ferritine 20% van de totale activiteit van de cytosol bedroeg. 
Evenals wij vond ook Borova (I 0) dat bij incubatie van reticulocyten met transferrille 
en INH de hoeveelheid 59F e-activiteit in ferritine van de cytosol slechts gering toe-
nam. Gezien het feit dat na incubatie met JNH de 59Fe-activiteit van de membraan-
componenten B1 en B2 sterk toenam, alsmede de 59 Fe~activiteit in de mitochondriën 
sterk toenam, lijkt het minder waarschljnlijk dat de niet sterk in 59Fe-activiteit ver-
anderde hoog-moleculaire component (I) en laag-moleculaire component (IV) als 
intermediair fungeren tussen B1o B2 en de mitochondriën. De resultaten van de 
experimenten waarbij een met 59Fe gemerkte hoog-moleculaire en laag-moleculaire 
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component met een hemolysaat/cytosol werden geïncubeerd bevestigden deze waar-
neming; in een reticulocyten hemolysaat, dat in aanwezigheid van een geschikte ijzer-
donor (zie exp. onder i7) in staat is hemoglobine te synthetiseren waren zowel de 
hoog-moleculaire als de laag-moleculaire component niet in staat 59Fe aan mito-
chondriën af te geven en 59 Fe-heem te synthetiseren. Uit de experimenten met trans-
ferrine (zie onder i7 ) bleek ook dit eiwit in hetzelfde incubatiesysteem niet in staat 
59Fe aan andere intfacellulaire componenten of mitochondriën af te geven. 
Samenvattend concludeerden wij op grond van de resultaten van incubatie-
experimenten met reticulocyten hemolysaat dat geen van de geïsoleerde ijzer-bevat-
tende componenten, die intracellulaire aanwezig zijn, als ijzerdonor voor de mito-
chondriën lijkt te fungeren. 
In tegenstelling tot de beschreven intracellulaire componenten blijkt de geïso-
leerde membraancomponent BI> in het incubatiesysteem van een reticulocyten 
hemolysaat, een goede ijzerdonor voor mitochondriën gezien het feit dat 59Fe-
hemoglobine door het incubatiesysteem geproduceerd wordt. Het bleek dat BI in 
direct contact met het hemolysaat gebracht moest worden om ·59Fe af te staan. Bo-
vendien bleek dat indien een met 59 Fe gemerkte B1 component in direct contact 
met een cytosol werd gebracht er bijna geen afgifte van 59Fe aan cytosolcomponen-
ten plaatsvond. De afgifte van 59Fe-activiteit vanuit BI lijkt dan ook afhankelijk van 
het tegelijkertijd aanwezig zijn van cytosolcomponenten en mitochondriën. Dit zou 
verklaren waarom de reincubatie van intacte reticulocyten en de incubatie van een 
cytosol met een gehele ghostsuspensie (die nog mitochondriën bevat) de 59Fe-
activiteit uit B1 wel doet afnemen, terwijl incubatie van een gehele ghostsuspensie 
in Hanks' medium (zonder cytosolcomponenten) of van een geïsoleerde BI-compo-
nent (zonder mitochondriën) met een cytosol geen afname van de 59Fe-activiteit 
bewerkstelligt. 
Component B2 bleek niet in staat om direct 59Fe af te geven ten behoeve van 
de hemoglobinesynthese; de reincubatie-experimenten van de ghostsuspensie in 
Hanks' tonen aan dat er vanuit B2 wel een 59Fe-transport naar BI plaatsvond. 
Onze hypothese is dan ook dat nadat transferrine aan de receptor B2 is gebon-
den, ijzer van transferrine wordt afgesplitst en via de membraancomponent BI naar 
de mitochondriën wordt getransporteerd, zonder dat intracellulair transferrine, 
ferritine en een laag-moleculaire fractie een intermediaire functie in dit deel van het 
intracellulaire ijzertransport vervullen. Of de BI-component zijn ijzer direct aan de 
mitochondriën afgeeft, b.v. via afsplitsing uit de membraan, is nog een onbeantwoor-
de vraag. Zeer recent is namelijk gebleken dat in de cytosol van de rattenreticulocyt 
onder de component Il/III zich nog een ijzer-bindende intracellulaire component 
bevindt (Mr "' 70.000). Nader onderzoek zal moeten uitwijzen of deze component, 
die ook in de cytosol van de cavia trophoblast aanwezig is (persoonlijke mededeling 
van J.P. van Dijk), mogelijk gelijk is aan de recent door Nunez (9) in de konijnen-
reticulocyten beschreven ijzer-bindende cytosolcomponent met een relatieve mole-
cuuhnassa van circa 60.000. Tevens zal uit nader onderzoek moeten blijken of deze 
ijzer-bindende cytosolcomponent een transportfunctie tussen de membraancompo-
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Samenvatting 
In dit proefschrift worden de resultaten beschreven van een onderzoek dat tot 
doel heeft een aantal fundamentele aspecten van de ijzeropname door voorlopers van 
de erytrocyt te bestuderen. 
Hoofdstuk I geeft een overzicht van de literatuur betreffende het proces van 
de ijzeropname door voorlopers van de erytrocyt. De belangrijkste nog niet opgeloste 
vragen~ welke zich bij dit ijzeropnameproces van de erytroblast voordoen, zijn: 
a) Bestaat er een functioneel verschil tussen de twee ijzerbindingsplaatsen van 
transferrille met betrekking tot de ijzerafgifte aan voorlopers van de erytrocyt? 
b) Wat zijn de functie en de samenstelling van de transferfine-receptor op de cel-
membraan van de voorlopers van de erytrocyt? 
c) Bestaan er ijzerbevattende plasmamembraancomponenten, die als intermedi-
airen tussen transferrille-ijzer en de bij het ijzermetabolisme betrokken intra-
cellulaire componenten zouden kunnen fungeren? 
d) Wat zijn de functie en samenstelling van de bij het intracellulaire ijzermetabo-
lisme betrokken componenten? 
Met name de onder a t/m d genoemde punten vormen het onderwerp van het 
onderzoek dat neergelegd is in dit proefschrift. 
Hoofdstuk I! is gewijd aan de materialen en methoden die bij dit onderzoek re-
gelmatig worden gebruikt. Methoden, die alleen betrekking hebben op de experi-
menten van een bepaald hoofdstuk, worden in dat betreffende hoofdstuk besproken. 
In hoofdstuk III wordt de ontwikkeling van een scheidingstechniek voor de vier voor-
komende vormen van transferrine, te weten apo-Tf, TfFe(A), TfFe(B) en Tf.2Fe, be-
schreven. Tevens wordt in dit hoofdstuk ingegaan op de omstandigheden, die van in-
vloed zijn op de vorming van TfFe(A) en TfFe(B), zoals de voor het opladen van 
transferfine gebruikte ijzerverbindingen en de ionaire samenstelling en pH van de 
voor het opladen gebruikte buffers. Het blijkt dat met de ontwikkelde methode, die 
gebruik maakt van een isoelektrische focussering techniek op "flat bed gels", de vier 
voorkomende vormen van transferrine goed van elkaar te scheiden zijn. 
Met FeNTA als ijzerdonor en in een NTA/Na3NTA-buffer als incubatiemedium 
blijkt het, afhankelijk van de pH van het incubatiemedium, mogelijk om een specifiek 
met TfFe(A) of TfFe(B) verrijkte oplossing te verkrijgen. Wel blijken de specifiek opge-
laden TfFe(A) en TfFe(B) verontreinigd te zijn met apotransferrine, de andere mono-
ferric transferrille en met diferric transferrine. Bij het specifiek opladen van transfer-
fine blijken incubatietijd, incubatietemperatuur en incubatiemedium een belangrijke 
rol te spelen. 
In hoofdstuk IV wordt een door ons ontwikkelde methode ter bereiding van 
zuiver TfFe(A) en zuiver TfFe(B) beschreven, daarbij gebruik makend van het in 
hoofdstuk III aangetoonde verschil in isoelektrisch punt tussen beide "monoferric" 
transferrinen. Met de ontwikkelde preparalieve isoelektrische focussering techniek 
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met een "granulated" gel, Ultrodex, is het mogelijk om zuiver monoferric TfFe(A) 
en zuiver monoferric TfFe(B) van elkaar te scheiden en te isoleren. Onder gunstige 
omstandigheden bedraagt de opbrengst 20%. 
In hoofdstuk V worden de resultaten van het onderzoek naar een eventueel 
functioneel verschil tussen beide ijzerbindingsplaatsen van transferrine weergegeven. 
Volgens de zgn. Fletcher en Huehns hypothese zou de ene ijzerbindingsplaats van 
transferrine (A-plaats) ijzer vooral aan voorlopers van de erytrocyten afgeven, terwijl 
de andere ijzerbindingsplaats van transferrine (B-plaats) ijzer vooral aan de ijzerop-
slagplaatsen in het lichaam zou afstaan. Het blijkt dat bij het toetsen van de Fletcher 
en Huehns hypothese met zuivere, volgens de in de hoofdstuk IV beschreven metho-
de verkregen, monoferric TfFe(A) en TfFe(B) geen aanwijzingen voor een functio-
neel verschil tussen beide ijzerbindingsplaatsen van transferrille worden gevonden. 
Hoofdstuk VI bevat een beschrijving van de isolatiemethode van een transferri-
nemembraan-receptorcomplex van rattenreticulocyten. Immunofluorescentiestudies 
tonen aan dat in vivo, reeds in het proerytroblastenstadium, transferrine aan de bui-
tenzijde van de membraan wordt gebonden. Fractienering van een in vitro met 125 I-
tranferrine-59Fe gemerkte reticulocyten ghostsuspensie over Sepharose-2B en Sepha-
rose-6B resulteert in een aantal radioactieve ghostcomponenten. Op grond van het 
feit dat één van deze componenten, B2 genoemd, practisch alle 1251-transferrine van 
de ghostsuspensie bevat, wordt gepostuleerd dat de ghostcomponent B2 het tranfer-
rine-membraan-receptorcomplex bevat. Centrifugatiestudies in de analytische ultra-
centrifuge, alsmede inununologische studies tonen aan dat component B2 nog hetero-
geen van samenstelling is. De betekenis en de herkomst van de overige, bij fractiene-
ring verkregen, 59Fe-bevattende membraancomponenten, A en B1 genoemd, wordt 
in hoofdstuk IX en hoofdstuk X beschreven. 
In hoofdstuk VU worden de resultaten van een onderzoek naar de functionele 
betekenis van de geïsoleerde B2 -component als transferrine-receptor beschreven. In 
konijnen worden antilichamen opgewekt tegen de B2 -component; de geïsoleerde 
tegen de B2 -component gerichte inununoglobulinefractie is met behulp van affmi-
teitschromatografie gezuiverd van de antitransferfine antilichamen. Van dit "gezui-
verde'~ anti-B2 antilichaam zijn Fab-fragmenten bereid. Na preincubatie met een re-
ticulocytensuspensie blijken de Fab-fragmenten van het gezuiverde anti-B2 anti-
lichaam in staat een afname van zowel de transferrinebinding als de ijzeropname te 
bewerkstelligen; de afname van de ijzeropname is meer uitgesproken dan de afname 
van de transferrinebinding. Zowel de afname van transferrinebinding als van de ijzer-
opname was afhankelijk van de concentratie van de Fab-fragmenten in het preïncuba-
tiemedium. De beschreven resultaten tonen het functionele belang van de geïsoleerde 
ghostcomponent B2 in het proces van transferrinebinding en ijzeropname aan en 
rechtvaardigen de conclusie dat component B2 de transferrine-receptor bevat. 
Hoofdstuk VIII beschrijft de nadere karakterisering van de geïsoleerde transfer-
fine-receptor. Met behulp van een polyacrylarnide gel elektroforese met de geïsoleer-
de transferrine-receptor is vastgesteld dat de receptor gelocaliseerd is op een mem-
braanpolypeptide met een relatieve molecuulmassa van circa 70-80.103 • Door het 
selectief oplossen van de reticulocytenmembraan wordt verder geconstateerd dat dit 
polypeptide tot de minor, intrinsieke membraanpolypeptiden behoort en een hydro-
fobe binding heeft met de lipiden dubbellaag van de celmembraan. 
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Hoofdstuk IX beschrijft de invloed van de bereidingswijze en zuivering van de 
ghosts op de verscltillende met 59 Fe- en/ of mi-gemerkte componenten, geïsoleerd 
uit een ghostsuspensie. Het blijkt dat een reticulocyten ghostsuspensie geen zuivere 
celmembraansuspensie is, maar ook mitochondriën en lysosomen bevat. Na zuivering 
van de ghostsuspensie blijkt dat één van de geïsoleerde radioactieve componenten, de 
uitsluitend 59 Fe-activiteit bevattende A-component, geen membraancomponent is, 
maar een component van de met de membraan meegeïsoleerde mitochondriën. Uit 
de in dit hoofdstuk beschreven experimenten blijkt eveneens dat de uitsluitend 59Fe-
activiteit bevattende B1 -component wel een membraancomponent is, die mogelijk 
als intermediair fungeert in het transport van ijzer vanaf de transferrine-receptor naar 
het intracellulaire compartiment. 
Hoofdstuk X beschrijft de componenten die bij het intracellulaire ijzermetabo-
lisme van de reticulocyt betrokken zijn. Het blijkt dat bij dit ijzermetabolisme ten-
minste vier mogelijk vijf, of zelfs zes, componenten betrokken zijn, die ten dele kon-
den worden gekarakteriseerd. Naast hemoglobine en ferritine spelen ook een hoog-
moleculaire niet-ferritinecomponent en waarschijnlijk 2 laag-moleculaire componen-
ten (Mr < 10.10') en een eiwit met Mr "V 75.103 een rol bij het intracellulaire ijzer-
metabolisme van de reticulocyt. 
In hoofdstuk X worden tevens de resultaten van experimenten beschreven die 
tot doel hadden de functies van de, bij het ijzermetabolisme van de reticulocyt be-
trokken, componenten nader te analyseren. Geen van de gekarakteriseerde, intracel-
lulaire componenten lijkt direct als ijzerdonor voor de mitochondriën ten behoeve 
van de heemsynthese te fungeren. Voor het recent ontdekte ijzerbevattende intracel-
lulaire eiwit met Mr rv 75.103 is de functie van ijzerdonor voor de mitochondriën 
niet nagegaan. Uit de in dit hoofdstuk beschreven resultaten blijkt tevens dat de 
membraancomponent B1 59Fe opneemt van de transferrine-membraan-cömponent 
B2 en in aanwezigheid van een hemolysaat als goede ijzerdonor fungeert voor de mi-
tochondriën ten behoeve van de hemoglobinesynthese. Of deze overdracht direct 
plaatsvindt (via brokstuk van B1 ), dan wel indirect via het intracellulaire eiwit 
Mr "V 75.103 is nog onduidelijk. Zelfs zou het intracellulaire eiwit Mr "V 75.103 
nog een brokstuk van B1 kunnen zijn. 
133 
Summary 
The aim of the investigation described in this thesis is to study some funda-
mental aspects of the iron uptake by erythroid cells. 
In Chapter I a survey is given of the litorature on the processof iron uptake by 
red cell precursors. The most important yet unsolved questions of this process are: 
a. Are the two binding sites of transferrin functional different with respect to 
the delivery of iron to red cell precursors. 
b. What is the function and what is the composition of the transferrin receptor 
on the membrane of red cell precursors. 
c. Do there exist iron containing plasma membrane components~ which can func~ 
tion as intermediates between the transferrin bound iron and the intracellular 
components which are involved in the iron metabolism of the red cell? 
d. What is the function and what is the composition of the intracellular compo· 
nents, involved in the intracellular iron metabolism of red cell precursors. 
In Chapter IJ the various techniques and rnatorials are described which are 
regular used throughout the investigation. The techniques which are only related to 
experiments of a particular chapter are described in the chapter in question. 
In Chapter JIJ the development of a separation technique for the four known 
forrns of transferrin, apo-TF, TfFe(A), TfFe(B) and Tf.2Fe is described. In this chap-
ter we also describe the circumstances, which influence the production of TfFe(A) 
and TfFe(B), circumstances such as iron chelators, ionic strengthand pH ofthe incu-
bation buffers. With the method developed, an isoelectric focussing technique on 
flat bed gels, the four forms of transferrins can be separated. It is possible, under 
specific conditions of pH in a NTA/Na3 NTA buffer, with FeNTA as donor, to pre-
pare monoferric TfFe(A) or TfFe(B). For the labelling of transferrin at one of the 
two metal binding sites not only pH, but also the time, temporature of incubation 
and the ionic strength of the medium are very important. The preferentially enriched 
monoferric transferfin preparations camprise next to the main monoferric compo-
nent, theether monoferric component and toa certain degree diferric transferrin. 
Chapter IV, Based on the differences in IEP of the two monoferric transferrins 
we developed a preparalive isoelectric focussing method on granulated gels, Ultrodex, 
for the isolation ofmonoferric TfFe(A) and TfFe(B) on a mg level. The results ofthe 
investigations on a possible functional difference between the two iron binding sites 
of transferrin are presentod in chapter V. According to the Fletcher and Huehns hy-
pothesis transferrin would not behave as a homogeneous iron pool; one iron binding 
site, classified as A, would deliver its iron mainly to precursors of the red cells, 
whereas the other iron binding site, called B, would deliver its iron mainly to the 
iron starage pools. Using the pure monoferric transferrins in incubation experiments 
with reticulocytes and bone marrow cells we found no functional differences ofthe 
two binding sites of human transferrin for erythroid cells in vitro. 
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Jn chapter VI a description is given of the isolation method of a transferrin-
membrane-receptor complex of rat reticulocytes. Immunofluorescence studies show 
that in vivo proerythroblasts have bound transferrin at the outside of the membrane. 
Fractienation of a 125 I -transferrin?9 Fe labelled ghostsuspension of reticulocytes on 
Sepharose-2B and Sepharose-6B resulted in a number of radioactive ghost compo-
nents. Based on the fact that one of these components, called B2, contains nearly 
all 125 1-transferrin of the ghostsuspension it is concluded that this ghost component 
represents the transferrin-membrane-receptor complex. Sedimentation analysis of 
component B2 as wel! as inununochemical studies show heterogeneity of the com-
ponent B2 . The significanee and origin of theether 59Fe components, obtained after 
fractionation, called A and B1 are described in chapter IX and X. 
The functional role of the isolated B2 -component as transferrin receptor is 
studied in chapter VII. Antibocties against the B2 -component were raised in rabbits; 
anti-transfertin antibocties were removed from the antiserum raised to the B2-compo-
nent by means of affmity chromatography on a transferrin-sepharose column. This 
purified anti-B2 was divided in Fab- and Fc-fragments.Preincubation of a reticulocyte 
cel! suspension with Fab-fragments from the purified anti-B2 antibody resulted in a 
decrease in transferrin binding and iron-uptake. The decrease in iron-uptake is more 
pronounced than the decrease in transfertin binding. Both the decrease of transferrin 
binding and the decrease of iron uptake were dependent on the concentratien of 
Fab-fragments in the incubation medium. These results show the functional imper-
tanee of the isolated ghost component B2 in the process of transfertin binding and 
iron uptake and justify the condusion that the B2 -component contains the trans-
ferrin receptor. 
A characterization in detail of the isolated transferrin-receptor is described in 
chapter VIII. Polyacrylamide gel electrophoresis of this receptor complex show that 
the receptor is localised on a membrane polypeptide with Mr "v 70-80.103 • Selective 
solubilization of the reticulocyte membrane indicates that this polypeptide belongs 
to the minor, integral membrane polypeptides and has a hydrofobie binding with 
the lipid bilayer of the membrane. 
Chapter IX describes the influence of purification of the ghosts on 59Fe iron 
containing components of the isolated ghost suspension. We have shown that a reti-
culocyte ghost suspension is contaminated with mitochondria and lysosomes. Purifi-
cation of the ghost suspension reveals that the A-component, which contains only 
s9 Fe-activity, represents an intracellular product of mi toehondrial and lysosomal 
origin, instead of a plasma membrane component. The other ghost component which 
contains only 59 Fe activity, B1 , seems to be a real plasma membrane component. 
This component may function as an intermediate in the iron~transport between trans~ 
ferrin bound to its receptor on the plasma membrane and the ironcontaining intra~ 
cellular components. 
In chapter X six components, which may be involved in the intracellular iron 
metabolism, are described and partly characterized. Besides hemoglobin and ferritin, 
a high molecular weight non-ferritin component, probably two low molecular weight 
components (Mr < 10.103 ) and a protein with Mr "v 75.103 are involved in the intra-
cellular iron metabolism of the reticulocyte. The results of the investigations, which 
had the object to analyse the functions of the components, are also presented in 
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chapter X. None of the characterized intracellular components seems to function as 
an iron donor for the mitochondria. The recently discovered intracellolar protein 
with Mr "v 75.103 has not yet been marked as anirondonor for the mitochondria. 
From our results we conclude that membrane component B1 takes up iron from the 
transferrin-receptor-membrane complex B2 . In preserree of a reticulocyte hemo-
lysate component B 1 delivers its iron to the mitochondria in behalf of the heme syn-
thesis. Wether this iron transfer occurs directly (by a splitting product of BJ or indi-
rectly by the intracellular protein with Mr "v 75.10' is not clear. lt is even possible 
that this intracellu!ar protein represents a splitting product of component B1 . 
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Naschrift 
In de eerste plaats wil ik mijn moeder bedanken voor de mij geboden gelegen-
heid mijn studie in de geneeskunde te volgen. 
Dit proefschrift werd geheel bewerkt op de afdeling Chemische Pathologie, 
waar tijdens het keuzepracticum, dat een uniek onderdeel van de studie in de genees-
kunde aan de faculteit der geneeskunde van de Erasmus Universiteit Rotterdam 
vormt, de basis werd gelegd voor dit werk. Na het keuzepracticum werd mij door de 
afdeling Chemische Pathologie gedurende de rest van mijn studie en mijn specialisatie 
de gelegenheid geboden om een aantal facetten van de ijzerstofwisseling nader te 
bewerken onder de begeleiding van Prof. Dr. H.G. van Eijk. 
Hooggeleerde Van Eijk, beste Henk, in de eerste plaats wil ik je bedanken voor 
de zowel bij, maar met name ook buiten, het werk genoten vriendschap gedurende 
de afgelopen jaren. Bij het bewerken van dit onderwerp is het de gehele periode dui-
delijk waarneembaar geweest dat de ijzerstofwisseling ook jouw grote belangstelling 
heeft, hetgeen je echter geenszins weerhield mij een grote vrijheid te laten in het be-
werken van deze materie. Door jouw enthousiasme over te dragen op anderen is er op 
de afdeling een groep mensen bijeen gebleven die onder jouw geestdriftige begelei-
ding met bijzonder veel plezier aan een aantal facetten van de ijzerstofwisseling wer-
ken. 
Hooggeleerde Abels, beste Johan, ik bedank je voor de kritische opmerkingen 
die je als coreferent bij het manuscript hebt gemaakt en waarvan dankbaar gebruik 
gemaakt werd. Daarnaast past een woord van dank voor het feit dat je mij voortdu-
rend in de gelegenheid gesteld hebt om naast de werkzaamheden op jouw afdeling 
ook het onderzoek in de ijzerstofwisseling te kunnen blijven verrichten. 
Hooggeleerde Van Gooi, ook U wil ik bedanken voor de kanttekeningen die U 
als coreferent en als kenner van een groot aantal aspecten van de ijzerstofwisseling bij 
het manuscript plaatste en waarvan eveneens dankbaar gebruik werd gemaakt. 
Hooggeleerde Leijnse, U wil ik bedanken voor de geboden gastvrijheid op Uw 
instituut. Door mij als klinicus de gelegenheid te geven op een preklinisch instituut 
een onderwerp te bewerken op het grensgebied tussen de hematologie en biochemie 
droeg U daadwerkelijk bij aan de hoog geroemde integratie tussen kliniek en prekli-
niek. 
Hooggeleerde Gerbrandy, U dank ik voor de onder Uw leiding genoten oplei-
ding tot internist. Uw grote interesse in wetenschappelijk werk bracht met zich mee 
dat U mij tijdens de opleidingsperiade veel gelegenheid bood om een onderzoek dat 
in de "hoogbouw" gestart was tijdens mijn ''klinische fase" te kunnen continueren. 
Beste Martin Kroos, jij was de medewerker die mij in voor- en tegenspoed met 
je kritische instelling en je grote technische vaardigheden al die jaren het meest terzij-
de hebt gestaan. Hartelijk dank voor je grote inzet en de zeer plezierige samenwerking 
die hopelijk ook in de toekomst wordt gecontinueerd. 
Ook Nel de Jeu-Jaspars en Wim van Noort hebben een essentiële bijdrage gele-
verd aan de tot stand koming van dit proefschrift. Wim zonder jouw hulp beschik-
ten wij waarschijnlijk nog niet over zuiver monoferric transferrine. 
Mevrouw E.M.W. van Zaal-de Korte verrichtte alle typewerk dat tenslotte resul-
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teerde in het uiteindelijke manuscript. Beste Elia, hartelijk dank voor de bijzonder 
accurate en zeer plezierige wijze waarop je de afgelopen jaren de manuscripten voor 
de artikelen en tenslotte het manuscript voor dit proefschrift verzorgde, Ondanks 
voortdurende veranderingen in de tekst behield je steeds je goede humeur. 
Voor het verrichten van werkzaamheden van uiteenlopende aard worden Jan 
Kruis en Ben van Sloppoel hartelijk bedankt, 
Tenslotte wil ik mijn vrouw bedanken, Joke doordat jij begreep dat weten, 
schappelijk werk zeer veel tijd vergt was het mij mogelijk de afgelopen jaren, onge-
stoord, vele avonden en weekends in de "hoogbouw'' door te brengen. 
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CURRICULUM VITAE 
De schrijver van dit proefschrift werd op 30 januari 1948 geboren te Rotter-
dam. In 1966 behaalde hij het diploma HBS-B aan het Charlois Lyceum te Rotter-
dam. 
In 1967 begon hij met de studie in de geneeskunde aan de toenmalige Medische 
Faculteit Rotterdam, alwaar in 1972 het doctoraal examen en in 1973 het arts-
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